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Bu c¢ahgmada temel olarak kif tiiriinden olan Rhizopus arrhizus’dan kati hal
fermantasyonu ile lipaz {iretimi igin gerekli proses sartlan incelenmistir. Cahgmann ilk
asamasinda karbon kaynag olarak sadece ticari Snemi olmayan fakat besin degeri fazla
olan bugday kepegi kullamlmigtir. En yiikksek enzim aktivitesi %35 kepek
konsantrasyonu, 0.3 mm kepek boyutu ve pH=6.67"de (dogal pH) 751.9 pumol/L.dak.
olarak elde edilmistir. Daha sonra lipaz iiretimine baslangic mikroorganizma
konsantrasyonunun, kangtirma hizinin etkisi ve bugday kepegi ortamma gesitli katki
maddelerinin (nusir 8zii yady, glikoz, yeast ekstrakt, MgSQ047H,0, KHPO, ve
KH,POy) etkisi incelenmigtir.

Cahgmanin ikinci yamsinda ise karbon kaynafi olarak yine ticari Oneme sahip
olmayan ay ¢ekirdegi kiispesi kullamlmugtir. En yiiksek enzim aktivitesi %5 ay
cekirdegi kiispesi konsantrasyonu, 0.15 mm ay ¢ekirdegi kiispesi boyutu ve pH=6.67"de
(dogal pH) 625.175 pmol/L.dak. olarak elde edilmistir. Bugday kepeZinde yapilan diger
¢aligmalar ay gekirdegi kiispesinde de denenmigtir,
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Uretiten lipazt analiz etmek icin sicakhk, pH ve karistrma hzmm kontrol
edilebilecegi 30 ml ¢ahigma kapasiteli bir karigtirmal kap kullamlmgtir. Hidroliz
tepkimesi, pH-stat metoduna gore yanmi pH degeri sabit tutulan tepkime ortamunda,
tributirinin lipaz tarafindan hidrolizi sonucunda olusan yag asitlerini ntrlestirmek icin
harcanan NaOH miktarmm zamana karg Slgiilmesiyle izlenmigtic, Bu izlenim Optimum
pH: 6 ve sicaklik: 35°C°de yapilmigtir,

Anahtar Kelimeler : Rhizopus arrhizus, Lipaz Enzimi, Kat: Hal Fermantasyonu,

Bugday Kepegi, Ay Cekirdegi Kiispesi.
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SUMMARY
Master Thesis

LIPASE PRODUCTION FROM RHIZOPUS ARRHIZUS WITH SOLID STATE
FERMENTATION

Aysun ORHAN

University of Firat
Graduate School of Natural and Applied Science
Departmént of Chemical Engineering
2002, Page 87

In this study, some process conditions fér lipase production by Rhizopus arrhizus
were investigated using solid-state fermentation technique. In the first part of the study,
wheat bran which is nutritionally rich but is not important commercially was used as a
carbon source. The highest lipolytic activity reached was 752 pmole/L.min. which was
obtained in the presence of 5 % (w/v) wheat bran, with a particle size 0f 0.3 mm and at
pH: 6.67. The effects of initial spore concentration and agitation rate on lipase
production were also studied. Having found the optimum process conditions,
fermentation medium ’was supplemented with some chemicals such as corn oil, glucose,
yeast extract, MgSO4.7H,0, KoHPO,; and KH,PO4 in order to improve lipase

production.

In the second part of the work, sun flower waste was used as a solid substrate. The
maximum enzyme activity (625.175 umole/L.min.) was obtained at 5 % (w/v) waste
concentration using 0.15 mm particle size. In order to get comparable results, similar

parameters were investigated in the precense of sun flower oil waste.
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In order to measure the activity of lipase produced, a 30 ml working capacity
reactor with pH, temparature and agitation control was used throughout the
experiments. The activity of lipase was determined by titrimetric method in which a
certain amount of NaOH was used to neutralise the fatty acids released during the
hydrolysis.

Key words: Rhizopus arrhizus, Lipase Enzyme, Solid State Fermentation, Wheat Bran,
Sun Flower Pulp.
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1. GiRis

Enzimler ¢ok uzun zamanlardan beri hem insan besinlerinin hazirlanmasinda hem
de endiistriyel uygulamalarda yaygm bir sekilde kullandmugtir. Ayrica teshis ve tedavi:
amaciylada © kullanlan  enzimlerin yeni 6zellikleri belirlendikge ve teknolojik
gelismelere paralel olarak uygulama alanlari hizla artmaktadir.

Enzimler diisik etkilesme enerjisi gosterdiklerinden, bir ¢ok biyokimyasal
tepkimeyi diisiik sicaklik ve basingta yiiriitebilmektedirler. Tepkiyenlere karsi yiiksek
spesifiklik gosterdiklerinden tepkime sonucunda yan iiriinler olugturmamakta veya gok
az olusmaktadlr; Bu nedenle enzimlerin kullamildif1 proseslerde kimya sanayindeki
saflagtirma islemlerine gerek kalmamaktadir.

Diinyada firetilen enzimlerin yaklasik % 80°ni mikrobiyal kaynaklardan elde
edilmektedir. Mikroorganizmalarda ise bu amagla mantarlar ve bakteriler
kullamlmaktadir. Bunlarin yamnda bazt 6zel enzimlerin elde edilebilmesi igin
hayvansal ve bitkisel dokularla diger mikroorganizmalarda kullanilmasma ragmen
bunlar endistriyel boyutta tiretilmemektedir.

Genellikle kiiflerden elde edilen lipazlar, trigliseridleri digliseridlere,
monogliseridlere, gliserin ve yag asitlerine hidrolizini katalizleyen ve ayrica belli sartlar
altmda ters tepkimeyi yani gliserin ve yag asitlerinden trigliseridleri olusturan biyolojik
katalizérlerdir. Glintimiizde biyoteknolojinin siirekli yeni arayiglar ve mevcut prosesleri
gelistirme ¢abasi igerisinde olmasi, mikrobiyal kaynakli lipaz iretimine de bir hz
kazandmrmugtir. Siit ve siitl {iriinler, ¢ok cesitli gida maddeleri, kozmetik, deterjan gibi
Onemli ticari proseslerde lipaz kullanilmasi, aragtirmacilan bu tiir enzimlerin yer alacad:
baska uygulama alanlarm arama ¢aligmalarina itmistir. Yeni uygulama alanlan ile
artacak olan bu lipaz talebini kargilamak i¢in de bol ve ekonomik smurlar iginde tretilen
proseslere ihtiyag vardir.

Endiistriyel lipaz tiretimi, fermantasyonda segilecek besi yeri ve bilesenlerinden
onemli 6lgidde etkilenecektir. Ozellikle, kat1 hal fermantasyonu (KHF) ile ticari 6nemi
pek fazla olmayan ancak besin degeri yitksek olan maddelerin besi ortaminda
kullaniimas) ile lipaz tiretimi artinlabilecegi g6zlenmigtir. Kat1 hal fermantasyonu .léatl"



yada yar1 kat1 substrat veya inert bir destek maddesi kullamlarak geligtirilen ve gelecek
vaat eden yeni bir fermantasyon tiirlidiir (Aidoo, 1982). Piring kabugu, bugday kepegi,
ay cekirdegi kiispesi, sebze ve meyve artiklari gibi ekonomik degeri diisiik ancak
mikroorganizmalar i¢in karbon kaynag: bakimindan zengin olan maddeler kullambr.
Yeni olan bu teknigin modifiye edilmesi ile firetim maliyeti Snemli lgiide disiirtilebilir
(Hang, 1989). Bunun yamnda karbon kaynafi olarak kullanilan bir ¢ok ham ve atik
madde mikroorganizmalarin yasamalan i¢in gerekli enerji ve besini saglarken, gesitli
kentsel, tarimsal ve endiistriyel atiklarm bu amagla kullamimas: ile bir yandan da gevre
kirlilifi 6nlenmis olur.



2. MIKROORGANIZMALAR

2.1. Genel

Fermantasyon teknolojisinde ve buna bamh olarak da biyokimya
mithendislifinde kullamlan ana maddelerden biri kuskusuz mikroplarde. Mikroplarn
yetistirilmesi, geligtirilmesi, fonksiyonlarmin  aydinlatilmasi, iglem igin  uygun
mutantlarin secilmesi mikrobiyal genetikle ugragan aragtirmacilar ilgilendirir,

Cok eskilerde canlilar, bitkisel ve hayvansal olmak {izere ki kisim altinda
toplantyordu. Ancak, 1866 yihinda {inlii Alman biyologu Ernest Hackel, mikroskop
altnda gbzlenebilen ve bitki yada hayvansal 8zellikte olduklan kestirilemeyen {igiincii
bir canllarm varhfmdan s6z etmis ve bunlara “ protista” adim vermistir. Hiicresel
yaplarm daha iyi anlagimasmdan somra bazi organizmalarda hiicresel farkhliklar
(Srnegin cekirdek zarmin olmayig gibi) g6zlenmis ve bunlar da “monera” grubu altinda

toplanmugtir.

2.2. Canh Varhklarin Smmflandiriimas

1. Monera
a) Bakteriler, viriisler, bakteriyofajlar (Schizophyia)
b) Mavi-yesil algler (Cyanophyta)
2, Protista
a) Algler
b) Mantarlar (Fungi yada funguslar)
Mayalar ve aktinomisetler de bu gruba girer.
¢) Kiifler (Myxomycetes)
d) Tek hiicreli hayvanlar (Protozoa)
3. Bitkiler (Metaphyto)
Protistalarm diginda kalan tiim bitkisel canhlar bu gruba girer.

4. Hayvanlar (Metazoa)
Protistalarin diginda kalan tiim hayvansal canhlar da bu simnifa girer.



Biyokimya mithendisliginde birinci ve ikinci gruba giren kiigiik canhlar Snem
tasimaktadir. Bunlar igin genel olarak “mikroorganizma” adi verilmektedir.

Mikroorganizmalar ancak mikroskopla goriilebilirler ve genellikle tek
hiicrelidirler. Ayrt ayr1 ya da koloniler halinde yasarlar. Dogada yaygmn olarak hemen
her yerde; toprakta, suda, havada, cesitli gida maddelerinde, insan ve hayvanlarn cilt,

deri ve bagwsaklarinda bulunurlar.

Yapilarinda, viriisler hari¢, biitlin mikroorganizmalar % 80 su icerirler. Bakteri,
maya ve tek hiicreli alglerin kuru agrrbklarmm %50’si proteindir. Mantarlar gibi daha
karmasik mikroorganizmalarin hiicre duvarmi olusturan inert polisakkarit bilegikler
kuru agrhgmm biyik bir oramm olustururlar. Bazi virlisler haric bitiin

mikroorganizmalarin diger bir dnemli bilesini de lipitlerdir.

Mikroorganizmalar da baska canlilar gibi cevrelerinin etkisindedirler ve uygun
kosullarda bityiirler, cogalirlar. Uygun olmayan kosullarda ise {ireyemezler, ya liirler
va da bu kosullarda dayanabilecek sekiller olustururlar, Sicaklik, basing, ortam pH’sy,
nemlilik, oksijen ve gesitli kimyasallarin mikroorganizmalanin iireme ve g¢alismalari

iizerine ¢ok ve ¢esitli etkileri bulunmaktadir ( Pekin, 1980).
Kullandiklar: besin ydniinden de organizmalar iki gruba ayrilr.
1. Ototroflar (Autotrophs)

Bu canllar inorganik hammadde kullanarak organik maddeleri olugtururlar.
Omnegin, alg ve yesil bitkilerde oldugu gibi fotosentez yoluyla CO, ve H,O’dan

yararlanma.
2. Heterotroflar (Heterotrphs)

Hayvanlar, bir ¢ok bakteriler, mantarlar, protozoalar gibi, daha Once olugmusg
organik maddelere gereksinme duyan canhlar bu smifa girerler.

Tk g



Enerji kaynag: olarak giines 1sigm yada kimyasal maddeleri kullanmalari
yoniinden de canblar fototrof (phototroph) ve kemotrof (chemotrph) seklinde
siiflandirlmaktadir. Bu smiflandirmaya gore inorganik madde kullananlarda kelime
arasina “litho” ; organik madde kullananlarda ise “organo” ekleri getirilir.

2.3. Fermantasyonda Kullamilan Mikroorganizmalar

Fermantasyon ve atik sularin antiimasinda rol oynayan mikroorganizmalar Sekil
2.1’e gore simuflandirilir.

2.4, Kiif Mantarlan

Besin maddeleri tizerinde beyaz yada renkli goriintimleriyle dikkati cekerler.
Saprofit, parazit yada simbiyotik olarak yasarlar. Tek ya da ¢ok hiicreli sporlar
aracihifiyla gogalrlar. Kif mantarlari  heterotrofturlar. Yani kendileri sentez
yapamadiklart igin daha dnce olugmug organik maddelere gereksinme duyarlar. Karbon
kaynagt olarak birgok organik bilesigi kullanabilirler. Karbon kaynag: kullanimlan
segimlidir. Ornegin besin ortaminda glikoz ve asetik asit bulunuyorsa 6nce asetik asidi
sonra glikozu harcarlar. Laktozu kullananlara ¢ok ender rastlanir. Genellikle glikoz,

sakkaroz ve maltozu tercih ederler. Hidrolitik enzim icerenler nisasta, dekstrin gibi

Mikroorganizmalar

Prokaryotlan Okaryotlar
{Procaryotes) {Eucaryotes)
i
{ 1 l 1
. MaviYesil Mantarlar
Bakteriler Mgierﬁ {Fungi yada Funguslar) Algler Prolozoa
[ ]
“;‘;’g:;g' Kﬁ;‘gz‘;g:g:“ Sapkal Mantarlas

Sekil 2.1. Biyokimya mithendislifinde mikroorganizmalarin siiflandiriimasi




maddeleri de besin olarak kullanabilirler. En gok amonyum azotunu, bazi ender tiirleri
ise nitrat ve nitrit azotlarim kullanabilirler. Protein, pepton, aminoasitler ve iire gibi azot
kaynaklarindan tirlerinin tlimili yararlanabilir. Bunlarm diginda ¢esitli mineral
maddelere ve vitamin gibi gelisme faktorlerine gereksinmeleri vardir. Tiirlerine gore
optimum gelisme sicakliklari degismektedir. Kiif mantarlari aerob olduklarindan
ylizeylerde ge]is,irler. Baz: tiirlerin miselleri substrat iclerinde de gelisebilmektedir. Bu
tirlerden “rokfor” tiirli peynirlerin {iretilmesinde yararlaniimaktadir. Optimum pH’lar
da tiirlere gore degisik deferler almaktadrr. Kiif mantarlarmmn fermantasyon
teknolojisinde g:ok onemli yerleri vardwr. Ornegin, Rhizopus nigricans fumarik asit
tiretiminde, Thamnidium ve Absidia stereoid do6niigiimlerinde, Aspergillus sitrik,
glukonik ve okzalikasit iiretiminde ayrica pek ¢ogu da degisik enzimleri ( RAizopus
arrhizus’dan lipaz eldesi vb.) elde etmek amaciyla kullaniimaktadir (Pekin, 1980;
Pamir. 1978; Bailey ve Ollis, 1977; Kosker, 1980).

Kiif mantarlan, ince ve bdlmeli borucuklardan (hyphe) olusurlar. Hifler, bdlmeli
(septa) veya birlesik olabilir. Hiflerin dallanma ve topluluklariyla misel (mycellium)
denen olusumlar meydana gelir.Hifler yalmz fungusun temel dinitesi degil, aym
zamanda besin saglama yerleridir. Organizma ve dokular i¢ine girerek, salgiladiklar
enzimlerle bilyiik organik molekiilleri pargalayip sindirirler (Aktan, 1981).

2.4.1. Rhizopus

Bu tiir meyve, sebze ve dier bir¢ok gidalarda bozulmalara yol agarlar. Gida ve
besiyerleri tizerinde ¢ok ¢abuk geligirler ve pamuk y1gim halinde bir goriiniim alirlar.
Hifleri septumsuzdur. Sporangiofarlarin ¢ikmis oldugu bolgede, besiyeri icine ve
“rizoid” denilen kokgiikler bulunur. Rizoidler arasinda kalan hif kismina “stolon” adi
verilir. Sporangioforlarin ucunda kolumella ve bunu ¢evreleyen sporangiumlar vardr,

Sporangiumlar biiyiik ve genellikle siyahtir,
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3. ENZIMLER
3.1. Genel

Biyolojik sistemlerde meydana gelen tepkimelef laboratuar  kogullarinda
olugturulmak istendiginde ¢ok yiiksek sicaklik, basing gibi fizikokimyasal yontemlerin
uygulanmasi gerekir. Bu sartlarda bile tepkimelerin birgogu izlenemeyecek kadar
yavastir. Ornegin, karbonhidrat, lipit ve proteinler ancak derisik asidik yada bazik
¢ozeltilerde kaynatilarak hidroliz edilebilmesine kargin bu maddeler sindirim sisteminde
¢ok daha kolay kosullarda (8rnegin 37°C’de) hidroliz edilebilirler. Biyolojik
sistemlerdeki tepkimelerin bdylesine kolay ve hizhi olugu “enzim” adi verilen biyolojik
katalizorlerle gerceklestirilebilmektedir. Enzim, canh hiicreler tarafindan olusturulan
fakat etki yapabilmesi i¢in hiicreye ihtiyag gdstermeyen isiya dayaniksiz organik
katalizorlerdir.

Enzimler, sarmal bigimde kivnlmig yiiksek molekiil agirhkli proteinlerdir. Enzim
molekiiliinii olusturan aminoasit monomerlerinin sayisi ve dizilisi her enzimin kendine
Gzgli yapisint belirler. Kimyasal yap1 olarak protein §zelligindeki enzimlerin en belirgin
fonksiyonu canhi bir hiicrede olugan kimyasal tepkimeleri katalizlemeleridir.
Katalizleme olay, enzimin {izerinde bulunan ve etkin bdlge olarak bilinen gok kiigiik bir
bolge tarafindan gergeklestirilir. Katalizleme sirasinda  substrat molekiilleri etkin
bilgeye baglamr. Maksimum katalitik etki, bu bilgede bulunan fonksiyonel gruplarin
en uygun konuma gelmesiyle gerceklesir.

Enzim etkin bOlgesinin bu O6zel geometrik bicimlenisi, bircok enzime
doniigttirdiikleri substrat i¢in spesifik olma o6zelligi kazandirir. Bu dzellikleri yanmnda,
enzimler ¢ok diisiik sicakhikta ve atmosferik basing altinda kimyasal doniisiimleri,
yiksek bir katalitik etki ile gerceklestirirler. Enzim etkinligi, tepkime ortanmm kosullarma
(sicakhk, pH,mekanik kuvvetler, etkinlestirici (aktivatdr) ve geriletici (inhibitdr),
kimyasal maddeler vb.) bagh olarak degisim gésterirler.

Biitlin enzimler canlt kaynaklardan elde edilir. Enzimlerin eldesinde bitkisel ve =
hayvansal dokulardan veya mikroorganizmalardan yararlanilir, Giiniimiizde 5%‘3@1@ T




ilag ve besin endiistrisinde kullamlan enzimlerin biiyltk ¢ogunlugu uygun
mikroorgahizmalardan iiretilmektedir (Bailey ve Ollis, 1977).

vEndiistriyel Olglilerde kullanilan enzimler arasinda en Onemli yeri hidroliz
enzimleri almaktadir. Hidroliz tepkimesi sonucu seker, nigasta protein ve diger organik
maddeler bozunarak kiigiik molekiillere doniistiiriilmektedir. Son wyillarda, enzim
benzeri sentetik polimerlerin kimyasal doniisimlerde kullanilmasi amacma yonelik
laboratuar diizeyinde aragtirmalar yapilmaktaysa da Onemli endiistriyel uygulama heniiz
gergeklesmemistir (Roberts, 1977).

Kimyasal tepkimelerde oldugu gibi enzim tepkimeleri de iki genel yaklagimla
incelenebilir. Bunlardan birincisi, tepkimelerin ilerleme y6niinii, substrat ve {riinlerin
denge durumunda konsantrasyonlarimi, bilesenlerin serbest enerji degisimlerinden
yararlanarak saptanmasmda temel olan “termodinamik yaklagm dir. Bu yaklagimda
tepkimenin denge durumuna nasil ve hangi hizla ulagtifi sorusunun cevaplandiriimas:
imkansizdir. Tepkimenin nasil ve hangi hizla gelistigini ve tepkime hizimi etkileyen
parametrelerin incelenmesini temel alan “kinetik yaklagim” la tepkime mekanizmas
ayrintili bir sekilde ortaya konulabilir (Roberts, 1977).

Enzimlerin ¢ogu sadece belirli 6zelliklere sahip bilegiklere karst etki gdsterirler.
Ayni bilesigin ¢ok kiigiik bir yapisal degisiklie ugramasi bile etkinligi bozabilir. Bir
enzimin ancak belli bir nitelikteki tepkiyeni déniistiirebilmesine “spesifiklik” adi verilir.

Her ne kadar enzimler katalizr ise de bazi yonleriyle diger katalizérlerden
ayribirlar. Diger katalizrler ¢ok ¢esitli tepkimeleri katalize ettikleri halde enzimler

ancak belirli maddeler lizerinde etki gdsterirler.
3.2. Kimyasal Yapi

Enzim molekiilii, birbirine peptid baglariyla baglanmig aminoasit molekiillerinden

olugan biyolojik bir polimerdir. Bu nedenle, enzim molekiillerine belirli baz

biyokimyasal tepkimeleri katalizleyebilecek zellikleri olan bir protein molekiilii olarak e
bakilabilir. Enzimlerin katalitik etkileri, molekiili olusturan aminoasitlerin sa/y‘l'sgf( o

dizilig sirasina, aminoasit zincirinin hidrojen baglar, hidrofobik baglar, elektrostank




~¢ekim kuvveti ve disiilfit baglar: tarafindan olusturulan {i¢ boyutlu sarmal yapisina ve
etkin bdlge olarak bilinen bdlgesindeki fonksiyonel gruplarm 6zelliklerine baghdir.

Enzimlerin yapisinda genel olarak bilesimce ve Odevce farkls olan iki kisim
bulunur. Bunlardan birine “apoenzim” digerine de “kofaktdr” (bazi hallerde koenzim)
adi verilir. Bunlarin her ikisine birden “haloenzim™ de denilmektedir. Saf haldeki
enzimlerin mikroskop, elektron mikroskobu ve x igmlari spektroskopisi yontemleriyle
incelenmesi sonucunda bunlarin farkh yapida kati ve kristal Ozellikte olduklan

saptanmugtir,

Enzimlerin apoenzim kismu bilyiik protein molekiillerinden olusmustur. Apoenzim
protein yapisi yani proteinler i¢indeki aminoasitlerin tiirleri ve diziligleri enzimden
enzime degisir. Bu nedenle enzimin ozelliini ve spesifiklgini saglayan kismm

apoenzimdir.

Bir kisim enzimler sadece proteinden olustugu halde bir kisim da metal iyonlarim
da icerirler ve konjuge protein yapisindadirlar. Protein olmayan kisim prostetik grup,
katalitik etkiden sorumludurlar. Ancak enzim etkisi i¢in protein kismma da ihtiyag

vardir.

Apoenzime katalitik etki ozelligi veren kisim kofaktdrdiir. Apoenzimler yalmz
bagina hicbir katalitik etki gOstermezler. Kofaktdrlerin ise yalmz olduklari zaman
¢ogunlukla enzime kiyasla ¢ok diigiik, bazi hallerde hi¢ katalitik etkileri yoktur. Ancak

bir apoenzimle kofaktdr bir arada oldugu zaman gergek etkisi gdzlenebilir.
3.3. Enzim Etkin Bélgesi ve Enzim-Substrat Etkilesimi

En basit alanda bir enzimin katalize ettigi tepkime;

E
S——>P

seklinde goriilebilir. Burada “S” tepkimeye giren maddeyi, “E” enzim, “P” ise olugan
irlind gdstermektedir. Biyokimyasal tammmlamalarda tepkimeye giren maddeye substrat

e
Ly n

(S) denir. Enzim etkinlii “turnover sayisi” ile belirlenir. 1 mol etkin enzim tarafindafy 1 i <20
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dakikada (yada 1 saniyede) {irline doniistiirilen substratin mol sayist olarak
tanmmlanmigtir.

Genellikle enzimler belirli tepkimeleri katalize etmektedirler. Bu duruma
enzimlerin spesifikligi denir.

Enzimlerin katalitik Ozellikleri enzim molekiiliiniin tiimiinden ileri gelmez. Bu
dzellik molekiilde bulunan baz kiicitk bolgelerde gdzlenmistir. Bu kisimlara “aktif
merkezler” veya “etkin bélge” denilmektedir.

Enzimlerin doniistiirdlikleri substrata karsi gOsterdikleri yilksek spesifiklik,
tepkime hizinin substrat konsantrasyonu ile degisim karakteri ve tepkiyen molekiillerin
enzim deaktivasyonunu Onleme ézelligihin belirlenmesi, enzimli tepkimelerde ik
basamagn bir Enzim-Substrat (ES) ara bilesiginin olusumu oldugunu ortaya koymustur.
Bu ara bilesik, substrat molekiiliiniin enzim iizerinde “etkin bdlge” olarak adlandirilan
bir bdlgeye tutunmasi sonucu olustugu bilinmektedir (Dixon ve Webb, 1967; Segel,
1975). Etkin bdlgenin substrat molekiilleri {izerinde bulunan bazi gruplarla etkilesim
Ozelligine sahip aminoasit yan gruplanmin g¢ok o&zgiil ve {#¢ boyutlu bir yap:
olusturabilecek sekilde dizilisi sonucu olustugu kabul edilmektedir.

Enzimlerin ddniistiirdiikleri tepkiyen icin g6sterdikleri segicilik, enzim-substrat
etkilesimi igin ileri siiriilen modellerin ¢ikig noktasi olmustur. Tek evreli tepkime
sistemleri igin gelistirﬂen bu modellerden en temel olanlart Ficher tarafindan ileri
siiriilen “anahtar ve kilit” ve Koshland tarafindan ileri siiriilen “uyarilmig bigimleme
modelleri”dir (Segel, 1975).

Anahtar ve Kilit Modeli: Bu model substrat molekiiliiniin, enzim {izerinde
kendisine geometrik olarak benzer ve degismez bir sekli olan etkin bdlgeye baglanarak
tepkimeye girdigini varsayar (Sekil 3.1) (Segel, 1975).

Uyarilmis Bigimleme Modeli: Anahtar ve kilit modelinin birgok enzim tepkime
mekanizmasim agiklayabilmesine karsm, modelin agiklayamadifi etkilesim tiirlerinin
bulunmas: sonucunda, uyarilmig bigimleme modeli ileri siiriilmiistiir (Sekil 3.2) (Segel,

1975). Substrat molekiiliine kimyasal yapi olarak benzeyen ancak degisik yan gruplﬁar/' e

T.C. YOKSEKOGRETIM KURULB
POKDMANTASYON MERKEZ
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Sekil 3-2. Uyarilmis bicimleme modeli (2) ve (b): Katalizleyici gruplarin (A, B) uygun sekilde
ydnlenmesini saglayan substrat baglanmasi. (¢ ) ve (d): C grubu yardimiyla substrat benzeri
yarismal gerileticilerin enzime baglanmasi (Segel, 1975).

iceren molekiillerin enzime sikica baglanmasina karsin tepkimeye girmemesi, iki
substrath enzim tepkimelerinde gbzlenen  substratlarin sirah etkilesim ozelligi,
allosterik enzim davramgi, “cooperative” substrat baglanmas: gibi gozlemler, substrat
molekiillerinin sonucunda enzimde konformasyonel bir degisime sebep olmasi ve bu
degisme sonucunda enzim iizerindeki gruplarla etkilesebilecek sekilde yonlenip
bicimlenmesi  seklinde  Ozetlenebilecek  uyarilmig  bicimleme modeli ile
a¢iklanabilmistir. Bu modele gore, bir molekiiliin tepkimeye girebilmesi i¢in hem etkin
bolgeye tutunmasi hem de etkin bolgedeki gruplarm uygun sekilde yonlenmesini
saglayacak degisimi gergeklestirmesi gerekmektedir,
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3.4. Enzimli Tepkimelerin Kinetigi

Enzim i¢in ileri siiriilen kinetik modellerin tiimiinde, substrat molekiillerinin
enzim {izerinde etkin bir bdlgeye/bdlgelere tutunarak bir Enzim-Substrat ara bilesigi

olusturulmalidr.

3.4.1. Tek Etkin Bolgeli Enzimler Icin Tiiretilen Henry-Michaelis Menten ve
Briggs-Haldene Esitligi

Enzimli tepkimeler i¢in ilk esitlik 1903 yiinda Henry (Segel, 1975) tarafindan
tiiretilmistir. Bu esitlik tiiretilirken, asagidaki varsayimlar yapilmugtir:

1) Enzim katalizleyicidir.

2) Enzim ve substrat, enzim-substrat ara bilesigi olusturur.

3) Enzim ve substrat, Once enzim-substrat, sonra arabilesik-liriin ve enzime
doniisir,

4) Enzim ve substrat ile enzim-substrat ara bilesigi'dengededir. ES ara bﬂesigi
aymu anda E+S’ye bozunmakta ve E+P’ye doniismektedir.

5) Substrat konsantrasyonu enzim konsantrasyonundan ¢ok fazladw ve ES ara
bilesiginin olusmasi substrat konsantrasyonunu etkilemez.

6) le kisitlayan basamak ES ara bilesiginin triin ve enzime doniisme
basamagidir.

7) Substrat hiz1, baglangi¢ tepkime hizi olarak alindiginda;

E+P——E8

basamagma dofru olan tepkime ihmal edilir. Bu varsaymmlar sonucunda, tepkime
mekanizmasi ve tiiretilen hiz esitligi asagidadir.

E+S —— 2 ES——E+P
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Vo= 3.1)

V= —m (3.2)

seklinde degistirilmistir. Bu esitlik Michaelis-Menten esitligi olarak bilinir.

S : Substrat konsantrasyonu,
V' . Baslangic tepkime hizi,
K . Sabit (k,E,/K,),

K, : Enzim-Substrat ara bilesiginin bozunma hiz1 sabiti (k1 /ky ),
Vimax: Maksimum baglangi¢ tepkime hiz1 (k, £, ),

E, :Toplam enzim konsantrasyonu.

Briggs ve Haldene, 1925 yilinda enzim, substrat, enzim-substrat ara bilesigi
arasmda hzh bir dengenin olmasi gerekmedigini ancak tepkimenin baslamasindan g¢ok
kisa bir siire sonra ES ara bilesigi konsantrasyonunun yaklasik olarak sabit bir degere
ulagtiginu ileri siirmiiglerdir. Ayrica, tepkime hizimin ES ara bilesiginin yatiskin durum
~derisimi ile dogru orantii oldugu varsayimustir. Bu varsaymlar sonucunda, kendi
adlari ile bilinen,

k ES
V=P (3.3)
K +S
esitligini tiiretmislerdir,
k,+k
K = 1 P . (3‘4) »
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3.4.2. Baslangi¢ Tepkime Hizmin Substrat Konsantrasyonu ile Degisim
Modelleri

Baglangic tepkime hizi, substrat konsantrasyonuna kars: grafige gecirildiginde
incelenen sistemin Ozelliklerine bagh olarak, iki temel defisim modeli goriilebilir.
Bunlar hiperbolik ve sigmoid degisim modelleridir (Sekil 3.3).

a) Hiperbolik Degisim Egrileri ve Dogrusal Lineweaver-Burk Grafikleri: Tek
substrath ve etkin bolgeli enzimler i¢in tiiretilen Henry-Michaelis-Menten ve Briggs-
Haldene tepkime hz1 egitlikleriyle de tanmmlandifn gibi, baglangig substrat
konsantrasyonuna karsi baslangic tepkime hizi efrileri hiperbolik karakterdedir.
1/Substrat konsantrasyonuna (1/S) karsi, 1/Baglangic tepkime hizi (1/V) grafige
gecirildiginde bir dogru elde edilir (Sekil 3.4). Henry-Michaelis-Menten esitligi
Lineweaver-Burk formu esitlik (3.5) de verilmistir.

(17V) = (Ka/ Vin) (1/8) + (1/Vimax) (3.5)

]

1.0

<=

Sekil 3.3. Substrat konsantrasyonu ile baglangi¢ tepkime hizimin iki farkh 6zellikteki enzim i¢in dégisinﬁ
a) Hiperbolik degisim b) Sigmoid degisim (Segel, 1975). ‘ |
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Sekil 3.4. Baglangi¢ substrat konsantrasyonuna (1/S) kars1 tepkime hizinin (1/V), Lineweaver-Burk
formunda grafige gecirilmesi sonucu Ky, ve Vi, 1n bulunmast (Segel, 1975).

b) Sigmoid Degisim ve Dogrusal Olmayan Lineweaver-Burk Grafikleri: Sigmoid
degigim 6zelligi tepkime sistemlerinden en Snemlileri sunlardir:

1) Birbirleriyle etkilesime girebilen birden fazla etkin bdlgeye sahip enzimli
tepkime sistemleri.

2) Substrat molekillerine ilgiler agisindan degisik Ozelliklere sahip ancak
bagmsiz olan, birden fazla etkin bdlgeye sahip enzimli tepkime sistemleri.

3) Uslit veya daha ¢ok bilesenli bir kompleksin olusmasmda alternatif kinetik
yollarm bulundugu, ¢ok substrath veya geriletici veya etkinlestirici igeren
enzim tepkimeleri.

4) Substratlarla ~ kompleks olusturabilen ve dolaywisiyla serbest substrat
konsantrasyonunun azalmasina neden olan etkinlegtirici ve geriletici iceren
tepkime sistemleri,

5) Aym tepkimeyi Katalizleme &zellifine sahip, birden fazla enzim iceren
tepkime sistemleri.

Belirlenen bu tiirlerden en 6nemli olani “allosterik” enzim davramsinm sonucu |

olan sigmoid degisim egrileridir. Allosterik enzimler igin Lineweaver-Burk graﬁgx
dogrusal degildir. o
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3.4.3. Gerileticiler (Inhibitér) ve Enzim Deaktivasyonu

Enzimle katalizlenen tepkimelerde, tepkime hzimin azalmasina neden olan
herhangi bir madde “inhibitdr” olarak adlandmilir (Schonheyder ve Volovartz, 1948).
Enzim gerileticilerinin ve geriletici kinetiginin incelenmesi, enzimin spesifikligi, etkin
bilgenin yapist ve tepkimenin kinetik mekanizmas: hakkmda dnemli sonuglar verir.
Inhibitrlerin iki farkh tiiri vardir. Birincisi, enzim kinetifii agismdan pek Onemli
olmayan tersinmez inhibitérlerdir, Bu tip inhibitdrler enzimle birlegerek enzim
etkinlifini tamamen yok ederler. Ikincisi, tersinir inhibitdrlerdir. Bu inhibitdrler farkh
katalitik Ozelliklerdeki enzimlerle kompleks olustururlar, Sonucta, inhibe olmug
enzimin ya Kn degeri yada Vi deferi azalr. Bazen Vy, ve Ky'nin sabit oranda
azaldiklart veya tiim bu etkinliklerin birlegimi goriiliir, Basit tersinir inhibisyon tiirleri
sunlardir:

1) Yarigmah inhibisyon (Competitive inhibition),

2) Yarigmasiz inhibisyon (Non-competitive inhibition),
3) Swmurl yarigmah inhibisyon (Uncompetitive inhibition),
4) Kangik tip inhibisyon (Mixed type inhibition).

Enzim deaktivasyonu, ¢esitli nedenlerle enzim etkinlifinin zamanla azalmasim
belirtir, Enzimlerde gerileticiler diginda, etkinlik kaybma yol agan baghca nedenler
sunlardir (Bailey ve Ollis, 1977):

1) pH,

2) Sicakbk,

3) Akigkan kuvvetler (Kayma gerilimi, hidrostatik basing),
4) Kimyasal maddeler (Alkoller, Gire vb.),

5) Ismlama (Isik, ses, iyonlagtirici, radyasyon vb.).

Bu etkiler ya enzimin dogal yapisim bozarak ya da etkin bslgesi/bolgelerinin iyonlagma
durumunu degigstirerek etkinlifin azalmasina neden olurlar.



17

3.5. Enzim Aktivitesini Etkileyen Parametreler
3.5.1. Sicakh@m Etkisi

Enzim aktivitesi iizerine sicakhfm etkisini incelemék olduk¢a karmagik bir igtir.
Clink{i, kimyasal kinetik kurallarina gGre reaksiyon hizlarmm sicaklikla arttigi
bilmekteyiz. Enzim reaksiyonlar1 ise ancak belirli bir sicakhfa kadar bu kurala uyar.
Baska bir deyimle, aktiviteleri belirli bir optimum sicaklifa kadar giderek artar. Buna
bagh olarak enzimlerin katalize ettigi tepkime hizlari da optimum sicaklia kadar,
sicakhikla orantih olarak artmaktadir.

Belirli bir sicakliktan sonra enzimler yapisal degismeye ve denatiire olmaya
baslar. Bunun sonucu olarak da enzim aktivitesi azalr. Bu nedenle optimum sicakliktan
daha yiiksek sicakbklarda enzim tepkimeleri yavaglamaya baglar. Gergékte bir siire
sonra enzim tamamen denatiire olacagindan tiim aktivitesini yitirerek etkisiz hale gecer
ve tepkime durur. Genellikle enzimlerin ¢ogu 50-60°C’de etkisiz (inaktif) hale
ge¢mektedir. Bununla beraber 80-100°C sicaklia kadar aktivitelerini koruyan
enzimlere de rastlanmaktadir (Sekil 3.5).

Sekil 3.5. Enzim tepkimesinin huz1 ile sicaklik arasindaki degisim
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3.5.2. pH’nmin Etkisi

Enzimlerin en yliksek etkinlik gosterdigi belirli pH’lar vardir. Bu degerden yiiksek
yada diigiik pH’larda enzimlerin etken gruplan degisime ugrayarak yada kendileri belirli
Slgiilerde denatiire olarak etkisiz (inaktif) hale gecerler (Sekil 3.6).

Belirli bir optimum pH’min altinda ve iistlinde enzim aktivitelerindeki diisme,
enzimatik tepkimeye iliskin Kn ve k» sabitlerinin pH ile birlikte degisik degerler
almasindan ileri gelir. Cilnkli, ¢6zeltinin pH’siun degismesi, enzimlerin etken
noktalarinda bulunan gruplara etki ederek bunlan belirli pH bolgelerinde iyonlastirir.
Aktif gruplardaki bu defismeler ise enzimatik tepkimenin K. ve k» sabitlerini, yani
hizlanm etkiler.

3.5.3. Substrat Konsantrasyonunun Etkisi

Enzimli tepkimelerde substrat konsantrasyonu arttik¢a enzim aktivitesi de artar.
Fakat birgok durumda substrat konsantrasyonunun asmsinda enzim aktivitesinin
distiigli gozlenir. Buradan, substratin fazlasimn enzimi inhibe ettigi anlagilmaktadir
(Sekil 3.7).

l
|
s
1
l
|
|
i
|
|
|
]
|

L >
pH opt pH

Sekil 3.6. Enzimatik bir tepkimenin hiz ile pH arasindaki baginti ve optimum pH
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Sekil 3.7, Substrat konsantrasyonu ile tepkime hizi arasindaki degisim

Eger, substratin inhibisyon etkisi yoksa, substrat konsantrasyonuyla enzim
aktivitesi arasinda Sekil 3.7°de kesikli ¢izgilerle belirtildigi gibi bir degisim gdzlenir.

3.5.4. Enzim Konsantrasyonunun Etkisi

Enzim tarafindan katalize olunan bir reaksiyonun baglangic iz (V) enzim
konsantrasyonu (E) ile dogru orantihdir. Bunun nedeni de her enzim molekiiliiniin
digerlerinden bagimsiz olarak ¢aligmasidir. Bu nedenle de ne kadar ¢ok enzim molekiilii

varsa ve ¢alistyorsa, reaksiyon da o kadar hizh olacaktir (Sekil 3.8).

3
7

E

Sekil 3.8. Enzim aktivitesi lizerine enzim konsantrasyonunun etkisi
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3.6. Enzim Uretimi

Ticari Oneme sahip enzimlerin ¢ogu mikroorganizmalardan elde edilir. Ancak
dzellikle gida sanayiinde kullanilan bazi enzimlerin bir kismmm zararh olabilme
ihtimali, bu konuda yeni, zararsiz, toksik etkisi olmayan inikrobiyal enzim {retimi ile
ilgili caligmalarin artmasim sagladi.

Hayvansal kaynakh sadece birka¢ enzim vardr (pankreas lipazi, tripsin vb.).
Ancak mikroorganizmalardan elde edilen benzer enzimler bu tiir enzimlerin yerini
kolaylikla alabilir. Bununla birlikte, mikrobiyal yolla tiretilen enzimler katalitik olarak
daha etkin olmasina ragmen, prosese zararll olabilecek birtakim farkh 6zellik
gOsterebilir. Bunu gidermek i¢in de son wyillarda rekombinant DNA teknigi ile

planlanmig genetik malzemelerle enzim iiretimi ¢aligmalart tizerinde durulmaktadir.

Bitkiler de bircok enzim iiretimine kaynak teskil etmistir. Ornegin, sistein
proteinaz enzimi, papaya, incir, ananas ve diger baz1 bitkilerin 6zsuyundan bol miktarda
izole edilmektedir. Bu bitkilerin en biiyllk avantaji igerdikleri 6zsularn kolaylikla
alinabilmesidir. Bir diger bitki kdkenli enzim kaynagi de icki endiistrisinde sikca
kullanilan malttir. Malttan gesitli proteinaz glikohidrolaz tiirli enzimler kolaylikla izole
edilmektedir.

Hayvanlardan ve bitkilerden enzim iiretimi ¢ok ¢esitli sebeplerden dolayr smrh
“olup, tiretilen toplam enzim miktarindaki oran gittikce azalmaktadir. Ornegin proteolitik
enzimleri {ireten bitkiler en iyi 3. Diinya iilkelerinde, yani tropikal iilkelerde liretilir.
Dolayisiyla bdyle bir kaynaktan enzim {iretimi kaynak temini gibi problemle smirlanms

olur.

Hayvansal kaynakh enzim {iretimi de birtakim ekonomik problemleri igerir. Bunlar
genellikle sakatatlardan {iretildigi icin (iretim tamamen et endiistrisine baghdwr. Yani

hayvan orjinli enzim {iretimi i¢in sabit fiyatlt bir hammadde kaynag: miimkiin degildir.

Bitkisel ve hayvansal kaynakh enzim iiretimi yukarida da bahsedildigi gibi teknik
olarak miimkiinse de ekonomik olarak baz: kisitlamalara sahiptir. Diger bir husus da
bitki ve hayvan hiicrelerinin bilylime hizlan olduk¢a diisiiktiir. Bu durum: kultur N



ortammmin  kontaminasyon sansiu arttirmaktadir. Yapilan arastumalara gore bitki ve
hayvan hiicrelerinden elde edilen enzim iiretimini ekonomik olarak devam ettirebilmek
icin mikrobiyal fermantasyon ile elde edilen enzime digerlerinden bin kat daha deger
bigmek gerekir. Tim bunlarm sonucu olarak endiistriyel amacli enzim iiretimi
mikroorganiimalarm kullanilmalariyla yapilmaktadir (Gacesa ve Hubble, 1992).

3.6.1. Mikrobiyal Enzim Uretimi

Mikroorganizmalar ¢ok biiyiik Slglide, enzim {iretme potansiyeline sahiptirler ve
ayrica bunlarm ¢ogu hiicreden ortama salgilamir. Diger taraftan, mikroorganizmalar
kiiltiir ortaminda hem kolay hem de hizh bir sekilde bilylir ve bu durum endiistriyel
alana kolaylikla uygulanabilir.

Ekstrasellular, yani ortama salgilanan enzimlerin {i¢ avantaji vardir.

a) Enzim disariya salgilandig1 i¢in, biiylik §l¢ekli tiretimde oldukg¢a zor olan hiicre
pargalama tekniklerinin kullanilmasina gerek kalmaz.

b) Sadece belirli sayida protein salgilar, dolayisiyla istenen enzim karisimmdan
izole edilmesi nispeten kolay olur. Intrasellular yani hiicre i¢i enzimlerde ise, enzimin
difer biitlin proteinlerden ayrilmasi gerekir.

¢) Ekstrasellular enzimler, intrasellular enzimlerden daha saglam yapiya sahip

olup, sicakhiga kars1 yani denatiirasyona kars: daha az hassastirlar.

Bu problemlerden dolay1 mikroorganizmalar, zellikle enzimi disariya

salgilayanlar, endiistriyel liretimin ham maddesini olustururlar.
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4. LIPAZLAR

4.1. Genel

Lipazlar, gliserin ile yag asitlerinden olusan esterleri hidroliz eden enzimler olarak
tammlanir. Hidroliz tepkimesi sonucu digliserid, monogliserid, gliserin ve yag asidi
olusur. Lipazm katalizleyici etkisiyle trigliserid hidrolizi tepkimesi asagidaki gekilde
gosterilebilir (Brocher ve Holf, 1979).

Trghsend + H20 — Dighsend + Yag asidi
—+ H20 —— Monoglisend + Yag asidi

———+H.QO —— Ghserin + Yag asidi

2

Ester hidrolizi gergeklegtiren diger bir enzim grubu da esterazdir. Esterazlar
¢Oziinmeyen konsantrasyonlarinda etkin degillerdir (Verger ve Haas, 1976). Lipazlar,
Uluslar arasi Biyokimya Birligi Enzim Komitesince verilen “Glycerol-Ester Hydrolase
(3.1.1.3)” sistematik adryla tanimlanir (Meita, 1979).

3. Hidrolaz

3.1. Ester bagim etkileyenler
3.1.1. Karboksilik hidrolazlar
3.1.1.3. Gliserol-ester hidrolazlar

4.2. Lipaz Kaynaklan

Lipazlar bitkisel kaynaklardan, hayvansal dokulardan ve mikroorganizmalardan
elde edilir. Hayvansal lipazlar, doku ve viicut sivilanmin gogunda; bitkisel lipazlar,
bitkilerde katman doku, kabuk ve koklerde bulunurlar. Lipazlar, pek ¢ok
mikroorganizma tiirlerinin biinyelerinde dogal olarak bulunur. Lipazlar elde edildikleri
kaynaklar g6z Oniine ahnarak su sekilde smflandimlabilirler: T

e r A
MR-k ST
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1) Hayvansal lipazlar
a) Sindirim sistemi lipazlar1 (Pankreas lipazi vb)
b) Doku lipazlar1 (Karaciger lipazi vb)
c) Siit lipazlari
2) Bitkisel lipazlar (Gene otu lipazi, ¢6rek otu lipaz vb)
3) Mikroorganizma lipazlari ( Rhizopus arrhizus, Aspergillus niger vb)

4.3. Lipazan Kullanim Alanlan

Bugiinkii durumuyla lipazin kullanim alanlart séyledir:

1) Gida endiistrisi: Cikolata, biskiivi, dondurma, krema, peynir ve margarinlerin
kalitesinin arttirilmasinda. Ekmege bayatlamaz 6zellik kazandirmada . Yumurta akinn

akigkan 6zelligini degistirmede ve mayonez iiretiminde.
2) Dericilikte: Derilerin tabaklanmasinda
3) Yag asidi ve gliserin iiretiminde

4) Tipta: Sindirim sistemi bozukluklarinda kullanilan ilaglarm  yapiminda ve
biyokimyasal analizlerde.

5) Atik sularin artiminda ve kirli borularin temizlenmesinde.

6) Kozmetik sanayiinde
4.4. Lipazlarn Katalizleyici Ozellikleri

Lipazlarin, iizerinde etkin oldugu dogal substratlar uzun zincirli yag asitlerinin
esterleridir (Ugar vd., 1987). Esteraz tiirli enzimler ise digiik molekiil agirlkli vag
asitlerinin esterleri lizerinde etkilidirler. Lipazlarin sulu ortamda ¢6ziinen molekiilleri
olarak dagimg substratlara karsi etkin olmamasinm bu iki grup arasindaki en temel
farki olusturdugu ileri srtilmiigtiir (Desnuelle, 1972). Lipazin, en &nemli 5zellii olan
hidroliz tepkimesini hidrofobik ara ylizeylerde gerceklestirmesi ilk olarak, Willstaetter

T L S,

ve arkadaslar: tarafindan belirlenmistir (Wills,1965). Daha sonra, tricaproinin pax_‘ﬂ&eas:_&; .

¥
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lipaz1 ile hidrolizini inceleyen Schonheydek ve Wolqwartz, bu trigliseridin suda
¢bzlinen konsantrasyonunda diisiik bir hizla hidroliz olmasmma karsin ¢Oziintirliik
agildiginda hidroliz luzimn ani olarak yiikseldigini gdzlemislerdir (Sarda ve Desnuelle,
1958). Daha sap enzim preparatlarmin elde edilebilmesi, bu problemin yeniden
incelenmesine olanak saglamig ve Sarda-Desnuelle pankreas lipazi ve esteraz ara ylizey
tarafindan  etkinlestirilip etkinlestirilmedikleri  6lcitiine gre ayirt edilebilecekleri
gorlsilinii ileri strmiiglerdir. Sulu ortamda smirh ¢dziiniirliige sahip olan triasetinin
pankreas lipazi ve esteraz ile hidrolizini inceleyen bu arastirmacilar esteraz ile
hidrolizde baglangic tepkime hizinin triasetin konsantrasyonu ile klasik Michaelis-
Menten kinetigine uygun sekilde degistigini saptamuglardir. Aymi tepkimenin lipazla
hidrolizinde ise ¢8ziiniir bolgede hidroliz hizinin gok disiik oldugu, ¢dziiniirliik smur
asildiginda hidroliz hizmnm aniden yiikseldigi belirlenmistir (Desnuelle,1972).

Daha sonra Entressangles ve Desnuelle, pankreas lipazin suda ¢bziinen basit
trigliseridleri de yitksek hizda hidroliz ettiini ve ¢dziiniirhik sirur1 Stesinde hidroliz
hizinda ani bir artig gézlenmedigini belirtmisler ve bu davrams: ortamda NaCl etkisiyle,

¢Oziiniir bélgede kiiglik molekiil kiimeleri olusumuna (misel olusumu) baglamiglardir.

Uzun zncirli trigliseridler sulu ortamda emiilsivon halinde heterojen evre
olugturur. Béyle heterojen bir sistemde ve deney kosullarinda, hidroliz hizim denetleyen
en Onemli faktOriin, etkin arayiizey alami oldugu belirtilmektedir (Desnuelle, 1972).
Substrat molekiillerinin arayiizeydeki konsantrasyonu ve dizilisi hidroliz htzim
etkileyen nemli faktSrlerdir.

Trigliseridlerin lipazla hidrolizinde, yag asidinin zincir uzunlufunun hidroliz hiza
lizerinde etkili oldugu bilinmektedir. Genel olarak, kisa zincirli ya3 asidi esterlerinin
daha hizh sekilde hidroliz edildigi séylenebilir.

4.5, Aktivatorler

a) Safra Tuzlari: Safra tuzlan (bile salt) emiilsifiye edici madde olarak substrat

olan trigliseridin ve pankreatik lipaz ¢5zeltisinin yiizey alanm arttirarak hidroliz. hztrir:~ ,

dolayisiyla enzimin gdzlenir aktivitesini arttirirlar. Ayrica safra tuzlarnin gol;behrgm
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bir &zelligi de ya§ asitleri+sabunlarla ¢Oziiniir “mixed micelles “ olusturmasi ve bu
bilesiklerin  hidrofobik ara ylizeyden suya diflizyonlarmin  hizlandinlmasidir
(Benzonana, 1969). Ciinkii uzun zincirli trigliseridlerle yapilan ¢ahsmalarda olusup
emiilsifiye edilmis taneciklerin ara yiizeyinde biriken yag asitleri ve sabunlarnn tepkime
hizim azalttifi gozlenmistir (Benzonana, 1968). Diisiik konsantrasyonlarda ilave edilen
safra tuzu baglangig tepkime hizina %10’u gegmeyen bir arttirrnda bulunur. Pankreatik
enzimin tersine “Rhizopus arrhizus” kaynakli lipazda kritik “misel” konsantrasyonuna
kadar ortama katilan safra tuzlarmin aktifleyici etkisi gdzlenememistir (Samerra ve
Dufou, 1972).

Safra tuzlarmm bilinen diger bir 6zelligi de lipazin optimum pH’siu 8-9°dan 6’ya

kaydirmasidir.

b) Sodyum Kloriir: {lave edilen seyreltik NaCl uzun zncirli yag asitlerinin
iyonizasyonunu arttirrr.  NaCl'min ¢ok diisiik konsantrasyonlarmin  etkilenmesiyle
hidroliz hiz1 artar (Benzonana, 1968).

¢) Kalsiyum (+2) lyonlar: Kalsiyum iyonlarmin lipaz tarafinda katalizlenen
hidroliz reaksiyonlarim dogrudan dogruya katalizledigi gOzlenmistir. Aym zamanda
sentez reaksiyonunu da katalizler (Nevgi ve Ramakrishnan, 1958). 1945°de
Schonheydek ve Wolqwartz, kalsiyum iyonlarnin temel gérevlerinin tepkimenin
olustugu ara ylizeyde biriken ya$ asitlerini ¢Oziinmez kalsiyum sabunlari olarak
uzaklastirmast oldugunu bildirdiler. Giiniimiizde bu agiklama genel olarak kabul
edilmekle beraber, aym mekanizma diigik molekiil agirlikli yag asitlerini olusturan
hidroliz tepkimelerini agiklamaz, Bu biiylik bir olasibkla Ca™ iyonlarmin dogrudan
dogruya enzim yapisi lizerinde etkisinden kaynaklanmaktadir (Bier ve Mord, 1951).

d) Diger Proteinler: Lipazin yumurta albiimini veya jelétin gibi proteinlerle veya
serum gibi maddelerle etkinliginin artim biiyilk bir olasiikla substratin daha iyi
emiilsifiye olmasindan ileri gelmektedir. Aminoasit ve polipeptidlerin, 6zellikle gliserin
icerenlerin ¢ok etkin aktivatdr olduklari bildirilmigtir (Abderhaclden ve Geidel, 1932).




26

4.6. Tepkimeyi izZleme Yontemleri

Lipaz enziminin katalizledigi tepkimelerde trigliserid ortamdan kaybolur ve ara
tepkimelerde monogliserid ve digliseridlerin olugtufu tepkimenin son iriinleri yag
asitleri ve gliserollerdir. Dolaywstyla firiiniin  olugumu veya substratin azalmast
gbzlenerek tepkime izlenebilir.

4.6.1. Trigliserid Azalma Hizinin Saptanmasi

a) Stalagmometrik Metod: Bu ydntem oncelikle tributirin substrati igin
gelistirilmistir. Substrat hidroliz oldukga, substrat emiilsiyonun ylizey gerilimi suyun
yiizey gerilimine yaklagr. Tepkime karigmunin stalagmometreden damlama huz,
lipazin olmadigt kangmin damlama hiziyla kangtinlarak (Lacgertdf, 1947) veya
damlalar tartilarak (Lacgertdf, 1947 ve Scand, 1962) yiizey gerilimindeki degisim
Olgtimlenebilir (Ruggieri ve Bellias, 1955).

b) Tiirbidimetrik Metod: Bu yOntemde ise tepkimenin olustugu ortamdaki
emiilsiyonun berrakliiin zamanla degisimi Glgtlir. Tributirin veya daha kisa zincirli
trigliseridler substrat olarak kullamildiginda, iiriinler 6rnegin monobutirin veya gliserin
ve butirk asit suda tamamen ¢Oziiniirler ve bdylece artan berrakligin tek nedeni
trigliserid kayb: olur. Bu siire¢ keza yiiksek zincirli triglisediler de uygulanabilir. Bu tip

izleme yontemi 6zellikle lipoprotein lipazlar i¢in Snerilir.
4.6.2. Yag Asidi Artim Hizznm Olciilmesi

a) pH-Stat Yontemi: Hemen hemen en ¢ok tercih edilen yéntem budur. Ozellikle
asit gibi ortamun ¢aliyma pH’siu degistirecek iiriinleri olugturan tepkimelerde katalizr
olan enzimin etkinlifi, pH ile fazla oranda degiseceginden bu gibi tepkimeleri klasik
denetleme pH-stat metodudur. Burada genellikle bir cam veya diger bir elektrod
tepkime ortamma daldmlarak ortam pH’s: Slgiiliir ve {iriiniin niteligine gdre artan H'
derigimi otomatik titratdrle azaltiir ve sabit pH de@eri saflanir. Tepkime siiresince
aktarlan baz (genellikle NaOH) mikrobiiretten olgiiltir (Marchis ve Mauran, 1959)reenen,

w ey
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Lipaz enziminin s6z konusu oldugu durumda olugan sabunun enzimin etkinligini de

degistirici niteligi oldugundan saptanabilecek en dogru deger ik baslangi¢ hizlaridur.

b) Warburg Analizi: Burada da olusan yag asidinin ortamdaki bikorbonat
tamponu ile hizh tepkimeye girerek, beliren CO, hacmi zamanla bir gazometreden
Sletilir (Wills, 1961).

c) Dilatometrik Yontem: Genis spektrumiu bir izleme ydntemi olmadig: halde
prensip olarak hidroliz veya sentezle olugan iiriinlerin 6zgiil hacimlerinin zamanla
toplam hacimdeki degisimine dayanir (Amman ve Bartseht, 1934).

d) Kolorimetrik Yéntemler: Hidroliz sonucu olusan {irlinlerden birisinin
fotometrik olarak gozlenebilecek bir kompleks olusturmasi temeline dayanmaktadir.
Ornegin ortama p-nitrofenol ilavesi meydana gelen butirik asidi kolaylikla izleyebilecek

p-nitrofenilbutirata déniistiirtir (Gad, 1949).

€) Radyoaktif Yontem: Genellikle mikro oOlgekte kullamlan yontem
radyoaktiflestirilmis uzun zincirli trigliseridlerin kullanimma dayamir. Olusan yag asidi
stirekli olarak ortamdan ayrimlamr ve sayilir (Bayer, 1930).

4.7. Aktivite ve Birimler

Giintimiizde tiim ezimler igin uluslar arast standart enzim birimi kullanmaktadir.
International Union of Biochemistry (IUB)’nin saptayigma gore; bir birim (U) enzim,
standart kosullar altnda 1 dakikada 1pmol substrati doniistiirebilen miktar olarak
tammlamr. Yalniz bazi tiir enzimler 8rnefin lipaz, elde ediliy kaynagma gére gesitﬁ
trigliseridlere farkli spesifiklik gdsterir. Bu nedenle enzim aktivitesinden bahsederken
standart kosullari, enzim kaynagmi ve substrat1 tammlamak lazimdir. Omegin bir tiir
ipaz igin, zeytinyafma gére 6700 U/gr demek o enzimin 1 graminm 1 dakikada
standart kosullar altinda 6,7 mmol zeytinyagim bilesenlerine aywracagm sdylemek

demektir.
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4.8. Substrat Secimi

Teorik olarak biinyesinde tek ester bafi igeren esterler daha fazla ester bafi
olanlara tercih edilirler. Clinkii poliester baglar1 tepkimeyi anlagilmaz gekilde etkiler ve
kinetik degisir. Buna kargin pek ¢ok ester de lipaz igin zayif substratlardir. Bundan
dolay: trigliseridler her olasilikla tercih edilen substrat olmaktadr.

Kisa zincirli trigliseridler lipaz etkinligini Glg¢limlemek igin tavsiye edilebilir
substratlardir. Tributirin emiilsiyonlar1 uzun yillar tatmin edici sonuglarla ¢aligimustir.
Agia ¢ikan butirik asit manometrik olarak (Wills, 1961) veya titrasyonla saptanabilir.
Tributirinin, uzun zincirli trigliseridlere gore olan avantajlari olduk¢a fazladir.
Emiilsifiye edici maddenin yoklugunda bile olduk¢a yumusak kosullarda iyi emiilsiye
olur. Butirik asit ve sodyum butiratin suda iyi ¢Oziinmesinden &tiirii yag asidi
tutucularina gerek kalmaz. Titrasyon butirik asidik diisiik pK’sindan &tiirii kolayhikla
vapihr.
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5. KATI HAL (SOLID-STATE) FERMANTASYONU (KHF)

Kat1 hal fermantasyonu (KHF), kati va da yar1 kati substrat kullamlarak
gerceklestirilen yerii bir fermantasyon tiiriidiir. Fermantasyoh, su icermeyen veya simirh
oranda serbest su ihtiva eden kat1 substrat iizerinden yiiriitiiliir. Ortammn minimum nem
icerigi % 12°nin altna distiflinde mikrobiyal aktivite durur. Nem icerigi % 30-80
arasinda tutulabilir. Bu nedenle kati fermantasyonunda kullanilan mikroorganizmalar
genellikle ¢ok diisiik su aktivitesinde (aw) bile biiyiiyebilen mikroorganizmalardur.
Mikroorganizmalar su aktivitesine kargi farkhi davramurlar. Her mikroorganizmanmn belli
kosullar altinda kendine &zgii aw degeri vardir. Ornegin, aw= 0.95 den daha kiigiik
degerlerde bakterilerin biiylimesi inhibe edilir. Buna kargihk fungi (kiif mantarlari) ve
mayalar yaklasik aw=0.7 civarinda yasayabilirler. Kat: hal fermantasyonunu dogal
kiltiir mikroorganizmalarla yapilabildigi gibi (6rnegin, sapkabh mantar {iretimi), izole
edilmis saf kiiltlirlerle de yapilabilir.

Kati hal fermantasyonu biyokimya ve mikrobiyoloji prensipleri tam olarak
anlasiimadan ylizyillarca {iriin eldesi igin -kullam]mlstlr. Kati hal\ fermantasyonuyla
{iretim “koji” prosesine dayamir. Japonlarn geleneksel koji prosesi, 25-30 °C’ de
havalandirmal bir ortamda tabakalarca istiflenmis sepetlerde yiksek nemlilikte
agilanmug substratin fermantasyonuyla meydana gelmektedir. Substrat olarak genellikle
piring, bugday veya soya fasulyesi gibi nemli maddeler kullamlirdi. Bu substratlar
lizerinde Aspergillus oryzae gibi flamentli mantarlarin gelismesiyle enzim karisim
tiretilir ve besinlerin tad:1 degistirilirdi. Bu tiir endiistriyel proseslerin kontrolii ¢ok
giictiir. Bu proseslerde hedeflenen modifikasyonlar sicaklik, pH ve nemlilik gibi
cevresel kosullarm kontroliinii kolaylagtirmak ve bu kontrolleri fermantasyon yigmn
tiimiini etkileyecek sekilde geligtirmektir,

Siklikla ¢ahglan ortamlar, nemli bugday kepe§i, musw, piring v.b. bazi
karbonhidrat kaynaklart veya bunlarla birlikte baz1 tuzlar1 iceren ortamlardir. Ortamlar
genelde ¢ok basit ve ekonomiktirler, besin gereksinimlerinin ¢ogu hububatlardan
saglamir. Kati hal fermantasyon ortamumn sterilizasyonu diigiik pH larda buharla,
kimyasal ySntemlerle veya her ikisinin kombinasyonu ile yapilir, Sterilizasyon sonrasi

sogutulan nemli kiitle tizerine segilen mikroorganizma spor sfispansiyonu agilanir. 25—4(4)",:

iy
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°C arasinda tutulan sicaklikla genellikle 1-10 giin siiresince biiyiimesi saflanir.
Metabolik 1s1 ve kiiltlirden yiiksek su kaybindan dolayr fermantasyon ortaminm
sicakhgmin ve nem igeriginin kontroli giictiir. Kat: hal fermantasyonu, ortamm

homojen olmamasindan dolay: fermantasyonun gelisimini takip etmek zordur.

Endistrivel kati hal fermantasyonunun pek ¢ofu aerobik ortamda
gergeklestirildiginden fermantasyon sartlari oksijen transferinin ve CO;’yi ortamdan
uzaklastiracak sekilde ayarlanmahdir. Ayrica substrat olarak kullamlan partikiillerin
bityiikliigii de kat: hal fermantasyonunda olduk¢a Onemlidir. Ciinkii iyi bir gaz ve 1s1
transferi igin partikiiller arasindaki boslugun optimize edilmesi gerekir. Ismm

uzaklastiriimasi, sistemin hava akis hizimn arttinimasiyla nispeten kolaylastirilabilir.

Katt hal fermantasyonuyla enzim lretiminin avantajlari asagidaki sekilde
siralanabilir:

a) Genel olarak birkag organik tuzun ilave edildigi buharla muamele edilmis
hububat gibi ¢ok basit ortamlar kullanilmaktadir ayrica kullanilan ekipmanlar diisiik giig

harcarlar,

b) Digiik nemli ortamlarda ¢ahsildig icin gofu kontaminant bakteri tiirlerinin
iremesi inhibe olmaktadir ve etraflica sterilizasyon proseslerine olan ihtiyag
azalmaktadir, |

¢) Nem miktan diisik oldugundan substratin birim agwhg: basina olan hacmi
diisiik olacagindan kepekteki enzim aktivitesi ¢ok yiiksek olabilir. BOylece verilen
fermentdr hacmindeki ezim verimi derin fermentSr sistemlerinden ¢ok daha biyiik
olabilmektedir. Ayrica atiklarm islenme gereksinimleri azalabilir.

d) Aslama basamaklan gereksizdir, genelde sporla yapilan ekim yeterli
olmaktadir,

e) Kiciik hacimli suyla fermantasyon kepefinden nispeten konsantre enzim
¢Ozeltileri elde edilebilir.

VP
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Bu avantajlarin yamnda baz dézavantajlan da vardrr. Bunlann da s6yle
siralayabiliriz:

a) Diisiik nem konsantrasyonunda gelisebilen mikroorganizmalar veya mantarlarla

smurlidir,
b) Proses parametrelerinin $l¢iimii kiiltiiriin homojen olmamasindan dolay: giictiir,

¢) Sicaklik, oksijen transferi, pH gibi fermantasyon parametrelerinin kontroli

glgtlr,

d) Substratlarm ¢ogu 6n islemler, 6zel tavalar geklinde ekipmanlar ve ¢ok fazla el

emegi gerektirmektedir.

Bu dezavantajlara ragmen yinede bir ¢ok enzim bu ydntemle basanyla
giretilmektedir. Pektinaz gibi tamamlayici enzimlerin kompleks bir karisumim igeren
{iriine ihtiya¢ duyuldugu zaman bu ydntem oldukg¢a kullamshdir. Bu yontemle iretilen
enzimlere Srnek olarak proteaz, amilaz, laktaz, pektinaz, amiloglikozidaz ve rennin
verilebilir, Yeterli gelisme sonrasi kiiltiir ortamu suyla ekstrakte edilir, santrifiijlenir,

ivon degistirici kolanlardan gegirilir. Daha sonra vakum altinda kurutulur.

Kat: hal fermantasyonunun kullamldig: ¢ahsmalara drnek verecek olursak; Munoz
vd. (1991), Penicillium candidum, Mucor miehei ve Penicillium canembertii gibi li¢
misel olusturan mikroorganizmadan kati1 hal fermantasyonu ile lipaz {retimi
incelenmigtir. Karbon ve azot kaynag: olarak kepegin kullanildigi bu ¢alismada en fazla

ve en kararh {iretimin P.candidum’ un verdigi rapor edilmistir,

Bir diger ¢alismada Zhu (1994), kat1 hal fermantasyon sartlarm elde etmek igin
poli iiretan foam pargaciklart ve bugday kepeginin kimyasal icerigine 6zdes bir ortam
kullanmmglardir. Boylelikle katit hal fermantasyonunda kolayhkla 6lgiilemeyen
biyokiitlenin bu sekildeki fermantasyon ortamu ile miimkiin olabilecegini belirtmiglerdir.
Ayrica yine bu g¢ahgmada Penicillium citrinum’dan elde edilen amilaz ve niikleaz
enzimlerinin aktivitelerinin yapay kati hal fermantasyon sartlarinda daha iyi oldugu
gdzlenmistir.
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Tao vd. (1996) ise Trichoderma viride’den selilaz enziminin {iretiminde
kullandiklar: veni bir kati hal fermantérii dizayn etmiglerdir. Bu calsmada hava
basmcinmn perivodik olarak degistiriimesiyle selillaz enziminin kontrol deneylerine gbre

2-3 kat arttif1 belirlenmistir.

Kati hal fermantasyonunda daha etkili substrat degredasyonu igin farkh
mikroorganizmalarin yer aldifi karigik kiiltiirin kullanum da miimkiindiir. Ornegin,
seker kamisi posasmin substrat olarak kullanildigr bdyle bir ¢alismayla seliilaz,
endoglukonaz ve B-glukosidaz aktivitelerinin arttigy belirlenmistir (Gutierrez vd., 1997).

Reddy vd. (1999), C!ostrié’ium thermosulfurogenes SV2 mikroorganizmasiyla
karbon, azot, tuz ve organik kompleks madde igeren 15 farkl besi kaynagindan KHF ile
B-amilaz ve pullunaz lretimini gerceklestirmigtirler. 15 besi kaynagn gbzden
gegirildiginde elde edilme kolayhg, fiyat: ve yiiksek lirtin verme §zelliklerine gbre en

iyilert; magnezyum kloriir, patates nisastasi, demir siilfat, misir 6zii suyu’dur.

Tunga vd. (1998), R. oryzae kullanarak KHF ile ekstraselliler proteaz
tiretmislerdir. En yilksek enzim aktivitesi 32 °C sicaklk, % 90 bagil nem, % 140 kati
substratin nem iceriginde tuz ¢Ozeltisi (M-9)la pH 5.5’e ayarlandiginda 341 U/g
bugday kepegi olarak bulunmustur.

Sekar ve Balaraman (1998), Tolypoclodium mantarnt kullanarak KHF’la
maksimum Cylosporin A’run {iretimi igin; a) kat1 substrat yatagmn kalnh, b)
inokulum boyutu, c) inokulum tipi, d) bagil nemlilifin etkilerini incelemistir. Sonugta

incelenen tiim parametreler tiretimi etkiledi.

Besson vd. (1997), Bacillus subtilis’le soya fasulyesi kullanarak KHF ile 2,5-
Dimetilpirazin (2,5 DMP) ve tetrametilpirazin (TTMP) {iretmiglerdir. Bu ¢aligma hem
dolgulu kolon reaktrde hem de 100 mP’lik erlenlerde gerceklestirilmistir.

Souza vd. (1999), Thermoascus aurantiacususing’le yari kati fermantasyonla
xylazin {iretmiglerdir. Xylazin (retiminde ¢oklu de§isken istatik yaklasimi, ortamin
baslangic nemi, kiiltivasyon zamam, inokulim seviyesi, seker posasi afirhg: gibi
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degiskenlerin etkileri incelenmistir. Xylazin aktivitesini etkileyen en Onemli

parametreler baglangic nem igerigi ve seker kamusi posast agwhgdir.

Tunga vd. (1999), KHF ile R.oryzae’den biylik Olgekli lipaz tiretimi i¢in Snemli
parametreler toplam yogunluk, yatak yiksekligi ve havalandirma hizi olarak

bulunmustur.

Smits vd. (1996), Trichoderma reesei ile bugday kepeginden KHF ile amilaz,

xylazin ve proteaz Uretmislerdir.

Soccol vd. (1994), Rhizopus oryzae’den KHF ile laktik asit iiretiminde substrat
olarak glikoz ve CaCOs igeren ¢Ozeltiyle kangtirilnug seker kamist posast kullanilmistir.
Hem daldirma hem de KHF arasinda kargilastirma vapilmus KHF'nin daha avantajh

oldugu bulunmustur.

5.1. Kat1 Hal Fermantasyonuyla Lipaz Uretimi Alaninda Yapilan Bazi Cahsmalar

Kamini vd. (1998). A.niger’le substrat olarak susam yagi , pamuk tohumu
piring kepegi, bugday kepegi. susam tohumu, keneotu tohumu, seker kamusi posasi, ver
fishgr tohumu, yer fisngi i¢i, kahve kabu3u ve arpa kullanarak lipaz {iretimi

gerceklestirmigler ve en iyi sonucu susam yagmn verdigini bulmusturlar.

Bhushan vd. (1994), Candida BG-55 mayasiwyla substrat olarak piring ve bugday
kepegiyle lipaz iiretimini gergeklestirdiler. Ve 96 saat sonra (piring kepegi+ %10 piring
kepegi yagi+ mineral tuz) ortaminda aktivitenin (bugday kepegi+%10 piring kepek

yagr- mineral tuz) ortamma gore daha fazla oldugunu gézlemislerdir.

Andreas vd. (1999), Penicillium restrictum’la kati hal fermantasyonuyla lipaz
tiretimini ¢ahgmuglardir. Esas besin kaynag: olarak babassu yag endiistrisi katt atiklarma
ek olarak degisik C/N oranlarinda pepton, zeytinyaZi ve nisasta kullamldi. En fazla
lipaz aktivitesinin kiiltivasyondan 24 saat sonra %2 =zeytinyafiyla zenginlestirilmis

ortamda elde edildifini ve lipaz aktivitesinin besin kaynagimn ¢esidine ve miktarina ¢ok




34

duyarlh oldugunu ve ortammn pH’smmn ve proteaz miktarmun azalmastyla arttigiu

bulmuglardir .

Smythe ve Drake (1949), Aspergillus luchuensis’le bugday kepegi kullanarak

lipaz {iretimini incelemiglerdir.

UlHaq vd. (2002), Rhizopus oligosporous’la besin kaynag: olarak badem
kullarularak enzim {retimi i¢in optimum biliylime kosullarinda lipaz {retimi
gerceklestirmigler. Enzim ekstraselliiler olarak sentezlendi ve daha sonra bu
mikroorganizmanm  biiylikk  Olgekli ¢aligmalarda  kullamilabilir  oldugunu  tespit

etmislerdir.

Cordova vd. (1997), Termostabl mantar kiltlirleri Rhizomucor pusillus ve
Rhizopus rhizopodiformis’le zeytinyagi keki ve seker kamusi posasi kullanilarak lipaz
liretimini ¢ahsmuslardir. Seker kamugi posast kullarulan ortamda Rhizomucor pusillus’m
gbsterdigi aktivite daha fazla olmasina karsm, % 50 seker kamusi posasi ve zevtinyagi
- keki kansuminda ise Rhizopus rhizopodiformis’le aktivitenin daha fazla oldugunu

bulmuslardir.
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6. MATERYAL VE METOD
6.1. Rhizopus arrhizus’un Inkiibasyonn

Balimiimiiziin daha Once elinde bulunan Rhizopus arrhizus stoklarim yenileyerek
cahgmalarimizda kullandik, Uretim igin kullanlan besi yerinin bilesimi Tablo 6.1°de
verilmigtir.

Hazirlanan besi yetleri bir erlene konulmak suretiyle pH’st 6’ya ayarlanmgtir.
Erlenin agz1 bir pamuk tipa ve tipann iizeri de aliiminyum folyo ile kapatilmugtr. Bu
sekilde hazirlanan besi yeri 121 °C’de ve 1.2 Bar basmngta 20 dakika siire ile otoklavda
sterillenmigtir. Sterillenen agarh besi yeri yaklagik 40 °C’ye kadar sogutulmugtur. Iiik,
agarh besi yeri aym gekilde sterillenen petri kaplarina, steril ortamda 40 ml konulmusg
ve katilagmaya birakilmigtir. Uretime hazir besi yerine, alevde kor olana kadar isitilan
bir 6ze ile R. arrhizus ekimi yapilmistir, Ekimi yapilan petri kaplar1 30 °C’de 48 saat
bekletilerek R. arrhizus’un geligmesi saglanmgtir,

Tablo 6.1 R.arrhizus igin agarh besi yeri bilegimi

Madde Konsantrasyon (g/L)
Sakkaroz 30

K,HPO, 0.5

KH,PO, 0.5
MgS0.4.7H,0 0.2

Yeast Ekstrakt 2

Agar 12
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6.2. Fermantasyon Ortam
6.2.1. Bugday Kepegi Kullamlarak Enzim Uretimi

Nem miktari, bilinen bugday kepeginin elek analizi yapimis ve belli boyutlara
getirilmistir (0.15, 0.3, 0.6, 1.18, 2.36 mm). Bugday kepeginin kimyasal bilesimi Ozhan
(1971)’den alnmmg ve Ek 2°de verilmigtir. Tartilip erlenlere konulan bugday kepeginin
toplam nem miktarim ayarlamak i¢in musluk suyu ilave edilmis ve pH ayarlanmanugtir.
Erlenlerin agz Once pamuk tipa ve bunun {izeri de aliminyum folyo ile kaplanarak
otoklavlanmugtir.  Sogumasi  igin  beklenilen besi yerlerine 1.10°  spor/mi
konsantrasyonunda spor ekim yapilarak mikroorganizma geligtirilmigtir. Maksimum
aktivite veren boyut  belirlendikten sonra konsantrasyonun etkisi incelenmistir (%1,
%2.5, %5, %1.5, %10) .

Daha sonra maksimum aktivite veren diger kosullar (¢alkalama iz, baglangic pH’si ve
spor konsantrasyonu) belirlendi.

Diger denemelerde; % 5 kepek iceren besi yerine swrasiyla (0.25, 0.5, 1 g/L)
K> HPO4 ve KHoPOy lin birlikte, azot kaynafi olarak yeast ekstrakt (1, 2, 4 g/L) ,
karbon kaynag: olarak (0.25, 0.5, 1, 2 g/L) glikoz ve (0.5, 1, 10 g/L) nuswdzii yag: ve
ayrica (0.1, 0.2, 0.4 g/L) MgS0,4.7H,0 eklendi. Otoklavlanan besi yerine 1.10° spor/ml
konsantrasyonunda 800 ul spor ekimi yapidmustir. Calkalama huzi 150 rpm ve sicakhk

30 °C’ye ayarlanmugtir,
6.2.2. Ay cekirdegi Kiispesi Kullamlarak Enzim Uretimi

Fermantasyon ortaminda kullamlan ay ¢ekirde§i kiispesi Karadeniz Birlik yag
fabrikasmdan elde edilmigtir. Ay ¢ekirdegi kiispesinin bilegimi Ek.3’de verilmektedir.

Bugday kepeginde yapilan galismalarin ayms: ay gekirdegi kiispesi i¢inde yapildi.
Yalnmiz burada karbon kaynag: olarak muswdzii yagy, ay ¢ekirde§i kiispesinin kendi
biinyesinde yag oldugundan kullaniimad.
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6.3. Analitik Olciim Metotlar

Enzim aktivitesinin Slglim galismalarinda 30 ml sivi kapasiteli camdan yapilmis
bir tepkime kabi, pH’yr Slgmek igin pH metre, piston tipli pompa, kanstirici ve su
banyosu kullamlmugtir. Karigtwma, iki kanatly, hiz ayarh bir kanstincr ile yapilmstir,
Tepkime kabinm tistii PVC kapakla kapatilmug olup, kapak lizerinde NaOH, kanstiric
mil, pH elektrodu ve enzim girisi bulunmaktadir. Tepkime kab: sicakhifi kontak
termometre sistemiyle kontrol edilen 35 °C’deki bir su banyosuna yerlestirilmistir.
Hidroliz tepkimesi sonucu olusan yag asitlerini nitrlestirerek, ortam pH’sim sabit
tutmak igin belirli zamanlarda pompa c¢abstirlarak, ortama konsantrasyonu bilinen
NaOH pompalanmgtir, Sekil (6.2).

6.3.1. Enzim Aktivitesi

Enzim analizi pH-stat metoduna gore yapimustir. Tepkime ortamm tributirin, NaCl,
CaCl, NaOH ve butirik asit icerir, Ortamin pH’st 6.5’e ayarlanir. Enzim ¢Ozeltisi
tepkime kabina génderilerek tepkime baslatilir. Tepkime sonucu olusan ya§ asidini

;
i
|

10

Sekil 6.2. Enzim Aktivitesi Olgmek Igin Kullamlan Sistem. (1) 30 ml’lik reaktor, (2) pH probu, (3)
Termometre, (4) Motar, (5) pH kortrol tinitesi, (6) Yazc, (7) Doz integrator, (8) NaOH stok
¢Ozeltisi, (9) Pompa, (10) Su banyosu.

et
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notrlestirmek i¢in belli araliklarla gonderilen NaOH miktar: okunur. Baglangi¢ tepkime
hizmin dogru olarak bulunabilmesi i¢in ¢ok kisa siirelerle NaOH eklenir. Baslangic
tepkime hzi, zamana kargt gegirilen hacim egrisinin ilk egiminden hesaplanur.

6.4. Kullanilan Cézeltilerin Hazrlanmasi

a)

b)

©)

d)

Enzim Cozeltisi: Kiiltivasyondan ahnan numuneler el blendirinda iyice
pargalanarak kullamlmugtir,

Butirik  Asit  Cozeltisi: Enzim aktivitesi tepkime kabt ig¢in 0.5 N

konsantrasyonunda butirik asit ¢dzeltisi hazirlanmustir,

NaOH Cozeltileri: Hidroliz tepkimesi i¢in 0.01 N ve enzim analizi tepkime kabt
i¢in 0.5 N NaOH hazirlanmustir,

Tuz Cozeltisi: 80.06g NaCl ve 4.139g CaCl,.4H,0 saf suda ¢bziilerek litreye
tamamlanmustir, , v

Enzim aktivitesi Tepkime Kangmmmin Hazirlanmasi: Tepkime kabi igine toplam
sulu evre hacminin %10’u kadar tuz ¢dzeltisi, %0.5’i 0.5 N NaOH, %0.5’i 0.5 N
butirik asit, % 1 tributirin eklenmistir, Tepkime kab1 ¢alisma hacmi 30 ml’dir,
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7. SONUCLAR VE TARTISMA

Rhizopus arrhizus’dan kati hal fermantasyonuyla lipaz iiretimi 50 ml
fermantasyon sivismin yer aldifn 250 mi'lik erlenlerde gerg¢eklestirilmistir. Erlenler
stirekli olarak calkalayicida calkalanmugstrr. Calkalayic: dairesel donmekte olup hiz ve
sicaklik ayan yapilabilmektedir.

Kati hal fermantasyonuyla (KHF), ticari Onem tasumayan fakat besin degeri
yliiksek olan bugday kepegi ve ay ¢ekirdegi kiispesi karbon kaynag olarak
kullamlmistir. Mikroorganizmamn hayatsal faaliyetleri igin gerekli olan diger
minerallerde ¢esme suyundan temin edilmigtir,

(Caismada Oncelikle bugday kepegi elek analizinden gecirildi ve bugday kepegi
ortaminda maksimum aktivite veren boyut ve konsantrasyon daha sonra ise maksimum
aktivite veren diger kosullar (¢alkalama hizi, baslangic pH’s1-ve spor konsantrasyonu)
belirlendi. Bu bilgilerin 15181 altinda bugday kepegi ortamuna ilave edilen gesitli karbon

kaynaklarinm, tuzlarin ve azot kaynagmmn lipaz {iretimine etkisi incelenmistir.

Bugday kepegi icin yapilan galismalarm aymsi ay cekirdegi kiispesi i¢inde tekrar
edildi.

7.1. Bugday Kepegi
7.1.1. Kepek Boyutunun Etkisi

Filamentel halde biiyliyen Rhizopus arrhizus gibi mikroorganizmalar icin elbette
ki kepek boyutu 6nemli bir parametredir. Bunun i¢in 5 farkli kepek boyutunun (2.36
mm, 1.18 mm, 0.6 mm, 0.3 mm, 0.15 mm) lipaz iiretimine etkisi incelendi ve sonuglar
Sekil 7.1,7.2 ve 7.3°de verilmektedir.

Sekil 7.1°de farkh kepek boyutlarimn 50 g/L konsantrasyonunda enzim iiretiminin
zamanla degisimi gériilmektedir. Sekilden de goriildiigii gibi en yiiksek aktivite (751.9
pmol/L.dk) 0.3 mm kepek boyutu kullamldipinda olmaktadir. Daha kiigiik ve daha
biiyiik kepek béyutlanhda enzim aktivitesi azalmaktadir. Kat1 hal fermantasyonunda
boyle bir optimum tanecik biyikligiinin olmasi su sekilde ac;lldanabilir’.'"CQk )
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kiigiik taneciklerin kullamlmasi durumunda aktif ylizey alam ¢ok biiylk olmasma
ragmen gdzeneklilik gok kiigiiktlir. Rhizopus arrhizus gibi filamentel gekilde bityiiyen
mikroorganizmalar g6zeneklere girememekte ve dolayisiyla substratla yeterli temas

edememektedir.

D 25 50 75 100 125 150 175 200
t{saat)

Sekil 7.1. Farkli kepek boyutlarmda enzim iiretiminin zamanla degisimi (K.H=150 rpm, T=30°C,
baslangic pH=6.7, kepek kons.=50g/L, kepek boyutu( mm) = @:0.15, A:0.3, A:0.6, 0:1.1%
m:2.36)

0 25 50 75 100 125 130 175 200
t(saat)

Sekil 7.2. Farkhi kepek boyutiarinda ortam pH’simin zamanla degisimi (K.H=150 rpm, T=30°C, baslangig
pH=6.7, kepek kons.=50g/L , kepek boyutu (mm) = @:0.15, A:0.3, A:0.6, 73:1.18, M:2.36) |
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Sekil 7.2°de farkli kepek boyutlarmda ortam pH’smin zamanla degisimi
gosterilmektedir.Sekilden de goriildagi gibi ortam pH’s: ¢ok fazla diigmekte ve pH
deferinin yiikselmesi i¢in ¢ok uzun zaman ge¢mektedir. 2.36mm, 1.18mm ve
0.6mm’lik kepek boyutlar i¢in yaklagik 50 saat sonra pH degeri yiikselmekte, 0.15mm
ve 0.3mm’lik kepek boyutlarmin pH degerinin yiikselmesi i¢in ise biraz daha fazla siire
gerekmektedir.

Sekil 7.3’de ise farkli kepek boyutlarinda maksimum aktivite degerleri
goriilmektedir. Buradan da, 0.3 mm kepek boyutunun diger boyutlara gére fazla olan
aktivitesi agik bir sekilde gériilmektedir.

7.1.2. Kepek Konsantrasyonunun Etkisi

Kepek konsantrasyonunun etkisini gorebilmek i¢cin bes farkh kepek
konsantrasyonu (10, 25, 50, 75, 100 g/L) ¢Ozeltiler hazirland1 ve enzim iiretiminin
zamanla degisimi Sekil 7.4°de verilmektedir.

8

~
&

A max(umol/Ldak}

- 888888

236

Boyut{mm)

Sekil 7.3 Farkli kepek boyutlarmdaki maksimum enzim Gretimi (K.H.=150 rpm, T=30°C, baslangg
pH=6.7, kepek kons.=50g/L)
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Aumol/Ldak.)
g8 88588888

Sekil 7.4 Farkh kepek konsantrasyonlarinda enzim iiretiminin zamanla degisimi (K. H=150 rpm, T=30°C,
pH=6.7, kepek boyutu = 0.3 mm, kepek konsantrasyomy (g/1) = @:10, A:25, A:50, 3:75,
n:100)

T T ¥

I A A
0 25 50 75 100 125 150 175
t(saat)

Sekil 7.5 Farkli kepek konsantrasyonlarinda ortam pH sinin zamanla degisimi (K. H=150 rpm, T=30°C,
baslangic pH=6.7, kepek boyutu = 0.3 mm, kepek konsantrasyonu (g/L)= @:10, A:25, A:50,
2:75, w:100)

Sekil 7.4°den de gorildiigii gibi maksimum aktivite 50 g/L. (%5 w/v) kepek
konsantrasyonunda yani % 95 su oraninda olmaktadwr. Diisiik kepek konsantrasyonunda
enzim aktivitesi ¢ok diugsiiktiir. 50 g/L kepek konsantrasyonundan daha yiiksek
degerlerde ise ortam viskoz olmakta ve bu nedenle de mikroorganizmalar enzimi

sentezleyecek uygun ortam bulamanus olabilirler.
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Sekil 7.5°de farkh kepek konsantrasyonlarinda ortam pH’smin zamanla degisimi
verilmektedir. Sekilden de goriildiigii gibi ortam pH’s1 ¢ok fazla diigmekte, yiiksek
konsantrasyonlarda (50, 75 ve 100 g/L) ortam pH’sinm yiikselmesi i¢in uzun zaman
. gerekmektedir,

Sekil 7.6’da farkh konsantrasyonlara karsi maksimum aktiviteler goriilmektedir.
Burada da maksimum aktivite veren konsantrasyonun 50g/L (%S5) oldugu net bir sekilde
goriilmektedir. % 5’den kiigiik konsantrasyonlarda aktivite ¢ok diisik, daha biiyiik
konsantrasyonlarda ise aktivitede fazla bir degisim goriilmemistir.

7.1.3. Baslangi¢c pH’sinin Etkisi

Biitiin fermantasyon sistemlerinde oldugu gibi Rhizopus arrhizus da dncelikle pH
olmak iizere baslangic ve ¢evre sartlarindan etkilenecektir. pH degeri hem
mikroorganizma geligmesinde hem de enzim iretiminde etkili olacaktir. Baslangic
pH’sinmn enzim iiretimine etkisini gérebilmek i¢in yapilan deney sonuglar: Sekil 7.7, 7.8
ve 7.9°da verilmektedir. '

800 -

g

§388

Amax (umol/l.dak)

3

—_
o &
"

25 5 7.5 10 125
Konsantrasyon {%)

[

Sekil 7.6 Bugday kepeZi konsantrasyonu ile maksimum maksimum aktivite degerlerinin degigimi
: (K.H.=150 rpm, T=30°C, baglangig pH=6.7, kepek boyutu = 0.3, kepek kons.=50g/L)




Farkh baglangig pH’larinda enzim aktivitesinin zamanla degisimi Sekil 7.7°de
verilmektedir. Burada maksimum aktivite veren pH’nin ortamin kendi dogal pH’st olan
6.7 oldugu goriilmektedir. Bu pH’da maksimum aktiviteye 100. ve 125. saatler arasinda
ulasiimaktadir.

Sekil 7.8°de ise ortam pH’smin zamanla degisimi gosterilmektedir. Sekilden de
gorildigli gibi baslangic pH’st ilk 24 saatte diisiip daha sonra bir ylkselis
gostermektedir. Ortamin dogal pH’st 6.7°de ise gecikmeli bir sekilde yiikselis

gostermektedir. Bu durum onun maksimum aktivite vermesine sebep olmus olabilir.

Sekil 7.9’da farkhh baslangic pH’larmin  maksimum aktivite degerleri
gOsterilmektedir. Goriildiigii gibi en yiiksek enzim aktivitesi ortamin dogal pH's1 olan
6.7°de elde edilmistir. Aynica ndtre yakin ortamlarda aktivitenin yiksek oldugu

gbzlenmektedir.

A(umol/Ldak.)

150

t(saat)

Sekil 7.7 Farkli baslangig pH'larinda enzim dretiminin zamanla degisimi (K.H=150 rpm, T=30°C, kepek
boyutu = 0.3 mm, baglangic pH’s1: B:5, 0:6, A:6.7, A;7, @:8)
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Sekil 7.8 Bugday kepegi icin farkhi baglangic pH’larinda ortam pH’smnin zamanla degisimi (T=30°C,
kepek boyutu = 0.3 mm, kepek kons.=50 g/L, baslangic pH’s1: ®:5, 1.6, A:6.7, A7, ©:8)
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Sekil 7.9 Bugday kepegi igin farkli baglangig pH’larinda maksimum enzim iiretimi (K.H=150 rpm,
T=30°C, kepek boyutu = 0.3 mm, kepek kons. =50 g/L)



7.1.4. Baglangi¢ Spor (Inokulum) Konsantrasyonunun Etkisi

Bu ¢abgmada dort farkh spor konsantrasyonunun enzim firetimine etkisi incelendi
ve sonuglar Sekil 7.10, 7.11 ve 7.12’de verilmektedir. Baglangi¢c spor konsantrasyonu
171, 1/10, 1/100, 1/1000 oraminda seyreltildi ve spor konsantrasyonu “Toma” lamna
(hemasitometre) konup, mikroskopta sayidi ve spor konsantrasyonu spor/ml olarak
hesaplandi.

Sekil 7.10°da farkh baslangi¢ spor konsantrasyonlarmin enzim iiretiminin zamanla
degisimi gosterilmektedir. Fn yiksek enzim aktivitesi 1.10° spor/ml spor
konsantrasyonunda gdzlenmektedir. Spof konsantrasyonu diigtikk¢e maksimum aktivite
dismektedir. Bu durum Sekil 7.11°de agik bir gekilde goriilmektedir.

0 25 50 75 100 125 150
Y(saat)

Sekil 7.10 Kepek igin farkh baglangic spor kons.’larinda enzim iiretiminin zamanla dagigimi (K.H=150
rpm, T=30°C, baslangig pH’st = 6.7, kepek boyutu = 0.3 mm, kepek kons.=50 g/L, spor kons.

(spor/ml) = A:1.10°, A:1.10° 0:1.107, m:1.10%)
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Amax ( ymol/Ldak)

1 10 100 1000

Spor konsantrasyonu.10

Sekil 7.11 Kepek icin farkhi baslangic spor kons.’larinda maksimum enzim tretimi (K.H=150 rpm,
T=30°C, baslangic pH’s1=6.7, kepek boyutu = 0.3 mm, kepek kons.=50 g/L),
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Sekil 7.12 Bugday kepegi i¢in farkli baslangig spor kons.’larinda ortam pH’sinin zamanla degisimi
(K.H=150 rpm, T=30°C, baslangi¢ pH’si=6.7, kepek boyutu = 0.3 mm, kepek kons.=50 g/L,

spor kons. (spor/ml) = A:1.10°, A:1.10%, 0:1.107, ®:1.10%)

Sekil 7.12°de ise farkh baglangic spor konsantrasyonlarnda ortam pH’smin
zamanla degisimi g6sterilmektedir.

o e

RSP o
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7.1.5. Kanstirma Hizinin Etkisi

Fermantasyonda mikroorganizmanin metabolik davramgimi etkileyecek Onemli
parametrelerden biri de kanstrma hizdr. Kanstrma hizanm lipazZ enzimi iiretimi
tizerine etkisi Sekil 7.13°de verilmektedir. 75, 100, ’150 ve 200 rpm gibi dort farkh hizda
yapilan deneylerde, diisitk kanstirma hizinda iirtin miktannin az olusu, aerobik ortamn
yeterli oranda olmadigim géstermektedir. Mikroorganizmanm faaliyetlerini siirdtirmesi
icin gerekli olan oksijenin saglanamadifn soylenebilir. Yiiksek karistrma hizi ise,
mikroorganizmamn morfolojik yapisim olumsuz yonde etkilemektedir. Bu durum i¢in
mikroorganizmamn yiiksek karigtirma hizinda gelisimini tam olarak tamamlayamadigi
soylenebilir. 150 rpm karistirma hizinda ise, lipaz enzimi tiretimi icin optimum sartlar
saglanmaktadur.

Farkli kangtirma hizlarinda ortam pH’siin zamanla degisimi  Sekil 7.14°de
gorilmektedir. 25. saate kadar ortam pH’sinda hizh bir diisiis olmus ve bu saatten sonra
hepsinde uzun siireli yiikselis gézlenmigtir.

A(umol/Ldak.)

0 25 50 75 100 125 150

Sekil 7.13 Bugday kepegi igin farkli karistirma hizlarinda enzim miktarinin zamanla degisimi (T=30°C,
baslangig pH’s1 = 6.7, kepek boyutu = 0.3 mm, kepek kons.=50 g/L, karistirma hizi (rpm) =
A:75, A:100, O:150, m:200)
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Sekil 7.14 Kepek igin farkh karistirma hizlarinda ortam pH’sinmn zamanla degisimi (T=30°C, baslangi¢
pH’st = 6.7, kepek boyutu = 0.3 mm, kepek kons.=50 g/L, karistirma hiz1 (rpm) = A:75,
A :100, 10150, ®:200)
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Sekil 7.15 Kepek i¢in farkli karigtirma hizlarinin maksimum aktivite degerleri (T=30°C, baslangig
pH’s1 = 6.7, kepek boyutu = 0.3 mm, kepek kons.=50 g/L)

Sekil 7.15°de her bir karnigtuma hizimn maksimum aktivite degerleri
goriilmektedir. Buradan da en yiiksek aktivite degerinin 150 rpm’de gergeklestigi agikca
goriilmektedir.
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7.1.6 Kepek Ortamina Katla Maddeleri {lavesi

K.HF ile elde edilecek iiriin miktarim etkileyen 6nemli parametrelerden biride
ortama eklenen katki maddeleridir. Bu ¢alismada glikoz, yeast ekstrakt, musir 6z0 yags,
K,HPO,4 ve KH,PO,4 ve MgS04.7H,0 katki maddesi olarak kullanilds.

7.1.6.1 Glikoz ilavesinin Etkisi

Baslangig glikoz konsantrasyonunun enzim tiretimi lizerine etkisini goérebilmek
icin 0.25, 0.5, 1 ve 2 g/L. glikoz konsantrasyonlari kullamilmistir. Deneylerden elde
edilen sonuglar Sekil 7.16’da gOsterilmektedir. Sekilde goriildigt gibi glikoz
konsantrasyonu enzim {iretimi lizerine represyon etkisi yapmustr. Katkisiz ortamn
aktivitesinin daha fazla oldugu goriilmektedir.. Glikozun represyon etkisi birgok
fermantasyon prosesinde gézlenmektedir (Giirsoy,1991; Unsagarer 1998).
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Sekil 7.16 Farkh glikoz konsantrasyonlarinda enzim tretiminin zamanla degigimi (K.H = 150 rpm,
T=30°C, baslangic pH’s1 = 6.7, kepek boyutu = 0.3 mm, kepek kons.=50 g/L, glikoz kons.
(/L) = @kontrol, B:0.25, 0:0.5, A:1, A:2)
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7.1.6.2 Yeast Ekstrakt Ilavesinin Etkisi

Bu c¢alismada da azot kaynagi olarak yeast ekstrakt’in fermantasyon ortamina
etkisi inceledi. Bunun i¢in 1,2 ve 4 g/L yeast ekstrakt konsantrasyonlar: kullanilmustir.
Elde edilen sonuglar Sekil 7.17°de verilmektedir. Burada katkisiz ortama gore
aktivitenin ¢ok distik oldugu ve ortama katilan yeast ekstrakt konsantrasyonlarinm
fermantasyon prosesinde olumsuz etki yaptifi agik¢a goriilmektedir. Ortama katian
yeast ekstrakt ortamin karbon azot dengesini bozdugundan represyon etkisi yaprmustir.

7.1.6.3 indiikleyici Etkisi

Fermantasyon ¢ahsmalarinda besi yerine katilan bazi maddeler mikroorganizmayt
uyararak enzim sentezini baslatabilir yada hizlandirabilir. Ozellikle mikroorganizmadan
elde edilecek enzim substratimn, besi yerine konulmasiyla s6z konusu  enzimin

biyosentezi hizlandirlabilir. Bu ¢alismada ise indiikleyici olarak sivi musir 6zii yag:
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Sekil 7.17 Farkli yeast ekstrakt konsantrasyonlarinda enzim liretiminin zamanla degisimi (K.H = 150
rpm, T=30°C, baslangig pH’s1 = 6.7, kepek boyutu = 0.3 mm, kepek kons.=50 g/L, yeast
ekstrakt kons. (g/L.) = @ kontrol, ®:1, 0:2, A:4)

......
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kullanilmaktadir. Sekil 7.18°de farkli sivi musirdzii yagi konsantrasyonlarmda enzim
{iretiminin zamanla degisimi gosteriimektedir. Bunun i¢in 0.5, 1 ve 10 g/L. musuwdzi
yag1 konsantrasyonlan tizerinde ¢aligild:. | |

Sekilde goruldugi gibi katkisiz ortamdaki aktivitenin 751 umol/L.dak olarak
olctliirken, 1 g/ yag konsantrasyonunun aktivitesi ise 955 pmol/L.dak olarak
Olcilmiistiir. Bu durumdan yagmn mikroorganizmalar tarafindan substrat olarak
tiketilmesinin yamsira, enzim sentezi prosesinde indilkleyici etki olarak gorev yaptif

gorilityor.

Ayrica artan yag konsantrasyonuyla aktivite azalmaktadir. Bu durum, artan yag
konsantrasyonuyla ortamun viskozitesinin artmasmdan veya substratin fazlasmm

inhibit6r etki yapmasindan kaynaklanabilir.

o
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Sekil 7.18 Farkh s1vi misir 6z0 yag konsantrasyonlarinda enzim iiretiminin zamanla degisimi (K.H= 150
rpm, T=30°C, baslangig pH’s1 = 6.7, kepek boyutu = 0.3 mm, kepek kons.=50 g/L, misir 5zii

vag1 kons. (g/L) = e :kontrol, @:0.5, 0:1, A:10)
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7.1.6.4. K.HPO, ve KH,PO, ilavesinin Enzim Uretimine Etkisi

Bu ¢albsma igin 0.25, 0.5 ve 1 g/L konsantrasyonlarnda K;HPO4 ve KH>PO4
kullarularak yapilan deneylerden elde edilen sonuglar Sekil 7.19°da verilmektedir.
Sekilden de acik bir sekilde goriilecedi gibi ortama katilan K,HPO,4 ve KH,PO4 enzim

{iretimi {izerine inhibisvon etkisi yapmustir.
7.1.6.5. MgS0,.7H,0 Ilavesinin Enzim Uretimine Etkisi
Bu ¢ahsmada 0.1, 0.2 ve 0.4 ¢/L MgS0O4.7H,0 konsantrasyonlar1 kullamldu

Deneylerden elde edilen sonuglar Sekil 7.20°de verilmektedir. Sekilden de goriildiigi

gibi katkisiz ortamdaki aktivite daha yiiksektir.

150

Sekil 7.19 Farkl K,HPO, ve KH,PO, konsantrasyonlarinda enzim {iretiminin zamanla degisimi (K.H=
150 rpm, T=30°C, baslangic pH's1 = 6.7, kepek boyutu = 0.3 mm, kepek kons.=50 g/L,
K,HPO, ve KH,PO, kons. (g/L) = ¢ :kontrol, m:0.25, 0:0.5, A:1)
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150

Sekil 7.20 Farkh MgSO,.7H,0 konsantrasyonlannda enzim {iretiminin zamanla degisimi (K.H = 150
rpm, T=30°C, baslangic pH'st = 6.7, kepek boyumu = 0.3 mm, kepek kons.=50 g/L,

MgSO,.7TH;O kons. (g/L) = @ kontrol, m:0.1. 3:0.2, 4:0.4)

7.2. Ay Cekirdegi Kiispesi
7.2.1 Ay Cekirdegi Kiispesi Boyutlarimin Enzim Uretimi Uzerine Etkisi

Rhizopus arrhizus filamental halde biiviidiigiinden boyut 6nemli bir parametredir.
Ay cekirdegi kiispesi ile ilgili ¢alismamizda &nce ay ¢ekirdegi kiispesi bir elek
analizinden gegirildi. Caliymamizda bes farkli boyut (2.36 mm, 1.18 mm, 0.6 mm, 0.3
mm ve 0.5 mm) kullamildi. Farkli ay cekirdegi kiispesi boyutlariin zamanla g&sterdigi
aktivite Sekil 7.21°de goriilmektedir. Sekilden de goriildiigii gibi en yilksek aktivite en
kii¢iik boyut olan 0.15 mm’de elde edilmigtir. 33. saatte elde edilen aktivitenin sayisal
degeri 625 pmol/Ldak’dir. Boyut bilyiiditkge maksimum aktivite deZeri de diismektedir.
Bu durum Sekil 7.22°de gériilmektedir.
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Sekil 7.21 Farkli ay ¢ekirdegi kiispesi boyutlarinda enzim {iretiminin zamanla degisimi (K.H = 150 rpm,
T=30°C, baslangic pH’s1 = 6.7, ay ¢ekirdegi kiispesi kons.=50 g/L, ay cekirdegi kiispesi

. boyutu (nm) = ¢:0.15, A:0.3, A:0.6, 1:1.18, &:2.36)

Amax { gmol/Ldak)

015 03 06 1.18 236
Boyut{mm)

Sekil 7.22 Farkli ay ¢ekirdegi kiispesi boyutlarinda maksimum enzim firetimi (K.H = 150 rpm, T=30°C,
baslangic pH’st = 6.7, ay ¢ekirdegi kiispesi kons.=50 g/L)

Ayrica maksimum aktiviteler 25. ve 36. saatler arasmnda goriilmekte ve daha sonra da
enzim aktivitesi azalmaya baslamaktadir.

Sekil 7.23’de farkh ay c¢ekirdegi kiispesi boyutlarinda ortam pH’simin zamanla
degisimi gérilmektedir. Ortam pH’sinm biitlin boyutlar icin degisimi aym olmakta,
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dnce ¢ok az bir diigiig sonra yiikselis goriilmektedir.

>
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Sekil 7.23 Farkli ay ¢ekirdegi kiispesi boyutlarinda ortam pH simin zamanla degisimi (K.H = 150 rpm,
T=30°C, baslangic pH's1 = 6.7, ay ¢ekirdegi kiispesi kons.=50 g/L, ay ¢ekirdedi kiispesi

boyutu (mm) = @:0.15, A:0.3, A:0.6, O:1.18, m:2.36)

7.2.2 Ay Cekirdegi Kiispesi Konsantrasyonunun Etkisi

Ay ¢ekirdegi kiispesi konsantrasyonunun lipaz iiretimi {izerine etkisini g&rebilmek
igin 0.15 mm ay ¢ekirdegi kiispesi kullanarak bes farkli konsantrasyon (10, 25, 50. 75,
100 g/L) kullanildi. Bununla ilgili grafikler Sekil 7.24, 7.25 ve 7.26°da verilmektedir.

Sekil 7.24°de farkli ay ¢ekirdegi kiispesi konsantrasyonlarinda aktivitenin zamanla
degisimi gosterilmektedir. En yiiksek aktivite 50 g/L yani %5 ay cekirdegi kiispesi
konsantrasyonunda elde edilmisti, 100 ve 75 ¢/ ay cekirdegi kiispesi
konsantrasyonlarinda ise enzim aktivitesi ¢ok diismiistiir. Bunun nedeni ortamm fazlaca

viskoz olmasi ve mikroorganizmanin enzim iiretecek ortam bulamamasidir.

Sekil 7.25°de farkhi ay ¢ekirdedi kiispesi konsantrasyonlarinda ortam pH’siun
zamanla defisimi goriilmektedir. Bu grafikte 100 ve 75 g/L ay qekirdegi kiispesi
konsantrasyonlar1 i¢cin pH degisimi verilmemistir. Bunun nedeni ise ortamin ¢ok kati
olmasindan dolays pH degerinin &lgiilememesidir. Diger konsantrasyonlar igin ise
pH'mn zamanla defisimi birbirine ¢ok benzemektedir. Oncelikle bir diisiis sonra
ylkselis gézlenmektedir.
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Sekil 7.24 Farkl: ay ¢ekirdegi kiispesi konsantrasyonlarinda enzim tretiminin zamanla degisimi (K.H =
150 rpm, T=30°C, baslangig pH’s1 = 6.7, ay gekirdegi kispesi boyutu = 0.15 mm, ay
gekirdegi kiispesi kons. (g/L) = @:10, A:25, A:50, 3:75, B:100)
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Sekil 7.25 Farkh ay ¢ekirdegi kiispesi konsantrasyonlarinda ortam pH’sinin zamanla degisimi (K.H= 150
rpm, T=30°C, baslangi¢ pH’s1 = 6.7, ay cekirdegi kiispesi boyutu = 0.15 mm, ay gekirdegi
kiispesi kons. (g/L) =@:10, A:25, A:50)
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Sekil 7.26 Farkli ay ¢ekirdegi kiispesi konsantrasyonlarinda maksimum enzim iiretimi (K.H = 150 rpm,
T=30°C, baslangi¢ pH’s1 = 6.7, ay gekirdegi kiispesi boyuru = 0.15 mm) ‘

Sekil 7.26’da ise farkli konsantrasyonlardaki maksimum enzim aktiviteleri
gosterilmektedir.

- 7.2.3. Farkh Baslangi¢c pH’sinin Etkisi

Biitiin fermantasyon sistemlerinde oldugu gibi kullamlan mikroorganizma, besi
ortamunin baslangic sartlarindan (karbon kaynagi cinsi ve miktari, ortam pH’si,
kangtrma hizi v.b) ve ¢evre sartlarindan etkilenecektir. Baglangic pH’st hem
mikroorganizmanm gelismesinde hem de enzim {iretimi Gzerinde etkili olan énemli bir
parametredir. Ay ¢ekirdegi kiispesi i¢in baslangic pH’smn etkisini gérmek amaciyla |
yapilan deneyler Sekil 7.27, 7.28 ve 7.29°da verilmektedir.

Sekil 7.27°de faﬂch baslangic pH’larnda lipaz aktivitesinin zamanla degisimi
gosterilmis olup sekilden de goriildigti gibi ortamun dogal pH’sindan (6.7) diisik
pH’larda (5 ve 6) lipaz aktivitesi diigiik, pH; 7 ve 8’de ise aktivite daha yiiksektir. Sekil
7.28°de ise farkh baslangic pH’larmnin maksimum enzim iretimi gosterilmektedir.
Sekilden de gorildiigii gibi en yliksek aktivitenin baslangic pH’s1 6.7°de olustugu
belirgin olarak goriilmektedir. Buradan, lipaz {retim mekanizmasmm ortamn asidik
olmasindan olumsuz, nétr ve hafif bazik ortam sartlarindan ise pek fazla etkilenmedigi
s6ylenebilir. -
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Sekil 7.27 Ay cekirdegi kiispesi i¢in farkli baslangi¢ pH’larinda enzim {iretiminin zamanla degisimi
(K.H=150 rpm. T=30°C, ay ¢ekirdegi kitspesi boyutu = 0.15 mm, baslangi¢ pH’s1: &:5, 0.6,

A:6.7, A7, ®.8)
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Sekil 7.28 Ay ¢ekirdegi kiispesi i¢in farkli baslangic pH’larinda maksimum enzim tretimi (K.H=150
rpm, T=30°C, ay ¢ekirdegi kiispesi boyutu = 0.15 mm, ay gekirdegi kiispesi kons. = 50 g/L)

Sekil 7.29°da ay g¢ekirdegi kiispesi i¢in farkli baslangic pH’larinda ortam pH’sinmn
zamanla degisimi gérilmektedir, Ttim baglangic pH’larinda, ortam pH’sin da dnce bir

diisme sonra bir yiikselme goriilmektedir.
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7.2.4. Farkh Baslangic Spor Konsantrasyonunun Etkisi

Spor konsantrasyonunun enzim {iretimine etkisini godrebilmek i¢in spor
konsantrasyonu 1/1, 1/10, 1/100 ve 1/1000 oraminda seyreltildi. Sekil 7.30’da farkli spor
konsantrasyonlarinda lipaz iiretiminin zamanla degisimi gosterilmektedir. $ekilden de
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Sekil 7.29 Ay ¢ekirdegi kiispesi igin farkh baslangi¢ pH’larinda ortam pH’sinin zamanla degisimi
(K.H=150 rpm, T=30°C, ay ¢ekirdegi kiispesi boyutu = 0.15 mm, baglangig pH’s1: ®:5, 0:6,
A:6.7, A7, @:8)
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Sekil 7.30 Ay gekirdegi kilspesi icin farkli spor konsantrasyonlarinda enzim tiretiminin zamanla degisimi

(K-H=150 rpm, T=30°C, baslangig pH’s1=6.7, ay gekirdegi kiispesi boyutu = 0.15 mm, ay
gekirdegi kiispesi kons.=50 g/L, spor kons. (spor/ml) = A:1.10°, A:1.10°, 0:1.107, m:1.10%)

T
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gorildiigii gibi spor konsantrasyonu azaldik¢a aktivite diismektedir. Sekil 7.31°de ise
farkli spor konsantrasyonlarmun maksimum enzim aktiviteleri gosterilmektedir. En
yitksek aktivite 1.10° spor konsantrasyonunda elde edilmistir.

Amax ( ymolfLdak)

1 10 100 1000

Spor konsantrasyonu.10°®

Sekil 7.31 Ay c¢ekirdegi kiispesi igin farkli spor konsantrasyonlarinda maksimum enzim {retimi
(K.H=150 rpm, T=30°C, baslangi¢ pH’s1=6.7, ay g¢ekirdegi kiispesi boyutu = 0.15 mm, ay
cekirdegi kitspesi kons.=50 g/L)
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Sekil 7.32 Ay ¢ekirdegi kiispesi igin farkh spor konsantrasyonlarinda ortam pH’sinin zamanla degisimi
(K.H=150 rpm, T=30°C, baslangig pH’si=6.7, ay ¢ekirdepi kiispesi boyutu = 0.15 mm, ay

gekirdegi kiispesi kons.=50 g/L, spor kons. (spor/ml) = A:1.10°, A:1.10%, O:1.107, m:1.10%)
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Sekil 7.32°de ise farkhh spor konsantrasyonlarmda ortam pH’smin zamanla
degisimi goriilmektedir. -

7.2.5. Kanstirma Hizmm Enzim Uretimine Etkisi

Fermantasyonda mikroorganizmanin metabolik davramgm etkileyecek Onemli
parametrelerden biri de kanstrma hizdr. Kangtrma hizinin lipaz enzimi {iretimi
{izerine etkisi Sekil 7.33 ve 7.34°de verilmektedir. 75, 100, 150 ve 200 rpm gibi dort
farkli kanstirma hizinda yapilan deneylerde, diigiik karnistirma hizinda iirlin miktarnin
az olusu, aerobik ortamin yeterli oranda olmadigmm gostermektedir. Mikroorganizmann
faaliyetlerini siirdiirmesi icin gerekli olan oksijenin saglanamadig1 soylenebilir. Yiiksek
kanstrma hizz ise, mikroorganizmamin morfolojik yapisim olumsuz ydnde
etkilediginden bu durum i¢in mikroorganizmammn yiiksek kangtirma hizmda gelisimini
tam olarak- tamamlayamadig séylenebﬂir. 150 rpm kanstirrna hizinda ise, lipaz enzimi

Uretimi i¢in optimum sartlar saglanmaktadir.
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Sekil 7.33 Ay ¢ekirdegi kiispesi i¢in farkli karistirma hizlarinda enzim miktarinin zamanla degisimi
(T=30°C, baslangi¢ pH’s1 = 6.7, ay cekirdegi kiispesi boyutu = 0.15 mm, ay ¢ekirdegi kiispesi

kons.=50 g/L, karistirma hiz1 (rpm) = A:75, A:100, 0:150, m:200)
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Sekil 7.34 Ay cekirdegi kiispesi i¢in farkli kansnrmé hizlarinda maksimum enzim aktiviteleri (T=30°C,
baglangic pH’s1 = 6.7, ay ¢ekirdegi kiispesi boyutu = 0.15 mm, ay ¢ekirdegi kiispesi kons.=50

g/L)
97
| .
8 4 [ S p— |
W o ﬁ/ A
7 4 i/////‘A:)—M’“
6-‘ \\‘S’fi‘\gj‘ﬂg;ﬂ.,’/’
s
S %
3 ]
S
| 0+ . X 1
0 25 - 50 75 100
‘ t(saat)
L

Sekil 7.35 Ay ¢ekirdegi kiispesi i¢in farkh karistirma hizlarinda ortam pH’simnin zamanla degisimi
(T=30°C, baslangig pH’s1 = 6.7, ay ¢ekirdegi kiispesi boyutu = 0.15 mm, ay gekirdegi kiispesi

kons.=50 g/L, karigtirma hiz1 (rpm) =  A:75, A:100, 4:150, ®:200)

Farklh karigstrma hizlarinda ortam pH’smun zamanla degisimi Sekil 7.35°de
gosterilmektedir.



7.2.6 Ay Cekirdegi Kiispesi Ortamina Katky Maddeleri flavesi

K.HF ile elde edilecek iiriin miktanim etkileyen 6nemli parametrelerden biride
ortama eklenen katki maddeleridir. Bu ¢alismada glikoz, yeast ekstrakt, KyHPO4 ve
KH,PO, ve MgSO,.7TH,0O katki maddesi olarak kullanilds.

7.2.6.1 Glikoz ilavesirin Etkisi

Glikoz ilavesinin etkisini gdrebilmek igin dort farkh glikoz konsantrasyonu (0.25,
0.5, 1 ve 2 g/L) kullamildi. Bu durum Sekil 7.36’da gosterilmektedir. Karbon kaynag:
olarak kullanilan glikoz, bir ¢cok fermantasyonda oldugu gibi represyon etkisi yapmuistir.
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Sekil 7.36 Farkli glikoz konsantrasyonlarinda enzim tiretiminin zamanla degisimi (K.H = 150 rpm,
T=30°C, baslangig pH’s1 = 6.7, ay gekirdegi kiispesi boyutu = 0.15 mm, ay ¢ekirdegi kiispesi

kons.=50 g/L, glikoz kons. (g/L) = @:kontrol, m:0.25, 3:0.5, A:1, A:2)
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7.2.6.2 Yeast Ekstrakt ilavesinin Etkisi

Azot kayna@ olarak kullanilan yeast ekstrakt ilavesinin etkisini gérebilmek igin
yeast ekstrakt’m 1, 2 ve 4 g/L konsantrasyonlan kullanildi ve sonuglar Sekil 7.37°de
gosterilmektedir. Sekilden de gorildiigii gibi yeast ekstrakt, ortamun karbon-azot
dengesini bozarak represyon etkisi ggstermistir.

7.2.6.3 K;HPO, ve KH,PO, ilavesinin Etkisi

Bu ¢alismada 0.25, 0.5 ve 1 g/L konsantrasyonlarinda K,HPO, ve KH,PO,
kullaldi. Deneylerden elde edilen sonuglar Sekil 7.38’de verilmektedir. Sekilden de
acik bir sekilde goriilecegi gibi ortama ilave edilen K,HPO4 ve KH,PO4 enzim iiretimi

lizerine olumsuz bir etki géstermistir.
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Sekil 7.37 Farkh yeast ekstrakt konsantrasyonlarinda enzim tiretiminin zamanla degisimi (K.H = 150
rpm, T=30°C, baslangig pH’s1 = 6.7, ay cekirdegi kiispesi boyutu = 0.15 mm, ay ¢ekirdegi

kiispesi kons.=50 g/L, yeast ekstrakt kons. (g/L) = @:kontrol, ®:1, 0:2, A:4)
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Sekil 7.38 Farkl K,HPO, ve KH,PO, konsantrasyonlarinda enzim iiretiminin zamanla degisimi(K.H =
150 rpm, T=30°C, baslangig pH’s1 = 6.67, ay cekirdegi kiispesi boyutu = 0.15 mm, ay
¢ekirdegi kiispesi kons.=50 g/L, K,HPO, ve KH,PO, kons. (g/L) = @ kontrol, m:0.25, 3:0.5,

A:l)
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Sekil 7.39 Farkh MgSQ,.7H,0 konsantrasyonlarinda enzim tretiminin zamanla degisimi (K.H = 150
rpm, T=30°C, baslangic pH’s1 = 6.67, ay cekirdegi kiispesi boyutu = 0.15 mm, ay ¢ekirdegi
kiispesi kons.=50 g/L, MgSO,.7H,0 kons. (g/L) = @ kontrol, m:0.1, 0:0.2, A:0.4)

7.2.6.4 MgS0,4.7H,0 ilavesinin Etkisi

Bu galismada 0.1, 0.2 ve 0.4 g/L konsantrasyonlarmda MgS0O,.7H,0 kullanilarak
yapilan deneylerden elde edilen sonuglar Sekil 7.39°da verilmektedir. Sekilden de
goriildiighi gibi katkisiz ortamdaki aktivite daha yiiksektir. Aym sekilde burada da -
ortama katilan MgSQO4.7H,0 enzim firetiminde represyon etkisi yapmustir.
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7.3. Genel Sonuclar

m Kati hal fermantasyonunda karbon kavnagr olarak bugday kepegi
kullanlldiginda en yuksek aktivite 03 mm kepek boyutu ve %5 kepek

konsantrasyonunda elde edilmistir.

m Bugday kepeginden lipaz tretiminde 5, 6, 6.7, 7 ve 8 baslangi¢ pH larindan

en yiksek enzim aktivitesi ortamin kendi dogal pH’s1 olan 6.7°de elde edilmistir.

e Bugday kepedi ortanunda 1.10% 1.107, 1.10% ve 1.10° spor/ml baslangig spor
konsantrasyonlarinmn lipaz dretimi Uzerine etkisinin incelendigi deneylerde. en yuksek

aktivite 1.10% spor konsantrasyonunda elde edilmistir.

)

m Bugdav kepegi ortamunda 75. 100, 150 ve 200 rpm gibi 4 farkhi kanistirma
hizinin lipaz Uretimine etkisi incelendidinde en yiksek aktivite 150 rpm degerinde elde

edildi.

e Bugday kepegi ortamina indikleyici olarak misir 6zii yaginin 0.5, 1 ve 10 g/L.
konsantrasyonlart  kullanildiginda en yuksek akuvite 1 g/l msir 6zi  yag

konsantrasyonunda 955.563 umol/L dak olarak bulunmustur.

m Bugday kepegi ortanuna glikoz, veast ekstrakt, MgSQO4.7H-0. K:;HPO4 ve

KH,PO,4 eklendiginde aktivite izerine olumsuz etki yaptid gorulmiistur.

m Karbon kayna@ olarak av c¢ekirdegi kuspesi kullamldiginda en viitksek
aktivite 0.15 mm ay ¢ekirdegi kiispesi boyutu, %S5 ay cekirdegi kiispesi konsantrasyonu

ve ortamun pH’st olan 6.7°de elde edilmistir.

m Ay cekirdegi kispesi ortamunda en yiksek aktivite 1.10% spor/ml spor

konsantrasyonu ve 150 rpm karigtirma hizinda elde edilmigtir.

m Ay cekirdegi kiispesi ortamina glikoz, yeast ekstrakt, MgSQ4.7H,0, K;HPO,4

ve KH,POy, ilavesinde aktivitenin katkisiz ortama gore daha disiik oldugu gozlenmistir.

m Kat1 hal fermantasyonunda bugday kepegi ve ay gekirdegi kﬁspesini kendi

P
PR Y
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(751.9 umol/L dak) ay cekirdegi kispesinin aktivitesine (625.175 umol/L dak) gore

daha yiksek oldugu géralmistir.

m Ay ¢ekirdegi kiispesinde maksimum aktiviteye (625.175 umol/L.dak) bugday

kepeginden (751.9 pmol/L..dak) daha kisa zamanda ulagilmistir.
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9. EKLER
Ek 1
Baslangi¢ Tepkime Hizlarinin Saptanmas:

Baglangig tepkime hizi tepkime basladiktan sonra kisa siire icin ulagtan
maksimum hiz olarak tammlanir. Bu sistemde pH-stat metodu kullanilmugtir. Hidroliz
tepkimesini izlemekte kullandan sistemde, hidroliz sonucu olusan yag asidini
nbtrlestirerek ortam pH’smu sabit bir deferde tutmak i¢in tepkime ortamma kisa
araliklarla NaOH ilave edilmektedir. Zamana karst ilave edilen NaOH lineer regrasyon
programiyla efimi bulunur. Egim (dV/dt)’dir. Bulunan efim, ilave edilen NaOH
konsantrasyonuyla ¢arpilip (0.01N), tepkime kabr hacmine bdliiniirse (30 mi) baslangig
tepkime hiziumol/L.dk biriminde bulunur. Bdangi¢ tepkime hizimi bulmak icin bir

Srnek asagida verilmistir,
ORNEK :
vy
t(dk) V(ml)
0 0
1.25 0.73
2.75 1.46
4,50 2.28
)
t(dk)
Egim = 0.503

A =(0.503 mV/dk)(0.01 moVL)(1.10® pmol/mol) / (30 ml)
A =167.6 pmoV/L.dk
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Ek2

Bugday Kepeginin Bilegimi |

Nem: % 8
Kuru madde: % 92
Ham protein: % 15.5
Ham seliiloz: % 11.16
Yag: % 5.13
Kil: % 4.79
Organik maddeler: % 87.17

Nemsiz ekstrakt maddeleri: % 55.39

Eser elementler:

Ca: %0.17
P %12
Mg: %O.S
Na : % 0.07
K :%0.8
Cl : %0.08



Ek3

Ay Cekirdegi Kiispesinin Bilegimi

Nem:

Ham protein:

Ham seliiloz:

HamYag:
Kiil:

Digerleri:

% 11
% 30
% 27
%3
%9
% 20

P
t

T Y UKGER DG jonm ngm

.,,_
RNy
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Ek 4

Deneysel veriler:

Tablo E1. Farkh kepek boyutlarinda enzim tiretiminin zamanla degisimi. ( Sekil 7.1.)

0.15 kepek 0.3 kepek 0.6 kepek 1.18 kepek 2.36 kepek
Zaman Aktivite Zaman Aktivite Zaman Aktivite Zaman Aktivite Zaman Aktivite
(soat) | uuolTdk) | (saat) | (pmolldk)| (saat) |(umolldk)| (saat) |(umolldk)| (saat) |(umol/Ldk)

0 o 0 0 0 0 0 0 0 0

24 136.692 24 100.746 25 62 25 35 25 45.62

39 62 48 147.26 375 122 36 194.6 345 104
48.5 78 60.5 183.63 49 182 48 336.507 455 182.25
86.5 119 705 218.01 72 332.25 63 400.615 70 250
85.5 159.306 88.5 300.72 85 492 78 3583.754 79 290.112
112 162.25 99.5 643.77 96 221 3 138.88 92 310.254
122 149.851 112 7519 108.5 133.33 107 69.87 103 285.03
186 67.276 121.5 577.82 120 96.54 - - 1165 | 214.503

Tablo E2. Farkli kepek boyutlarinda ortam pH’sinin zamanla degisimi. ( Sekil 7.2.)

0.15 kepek 03 kepek | 0.6 kepek 1.18 kepek 2.36 kepek
Zaman Zaman Zaman Zzman Zamym
(saat) pH (saat) pH (saat) pH (saat) pH (saat) pH
0 6.67 0 6.67 0 6.67 0 6.67 0 6.67
24 31 24 32 25 6.38 25 6.5 25 458
39 3 48 3.3 375 373 K] 353 345 3.52
48.5 31 605 347 49 3.87 48 3.89 455 3.68
86.5 465 70.5 3.54 72 6.27 &3 6.43 70 51
955 5.06 88.5 375 85 7.28 78 7.08 79 6.56
112 7.21 98.5 417 96 7.53 3 75 273 6.56
122 7.54 112 6.08 108.5 7.85 107 8.14 103 7.36
186 772 1215 5.1 120 7.83 - - 1165 758

Tablo E3, Farkh kepek boyutlarindaki maksimum enzim tiretimi. ( Sekil 7.3.)

Boyut Amax
(mm) {(pmol/Ldk)
0.15 162.25
0.3 751.9
06 492
1.18 408.615
2.36 310.254

LI



Tablo E4. Farkli kepek konsantrasyonlarinda enzim firetiminin zamanla degisimi. ( Sekil 7.4.)

77

10 g/L 25 50 /L 75 g/L 100 g/t
Zamen | Aktivite | Zamon | Aktivite | Zaman | Aktivite | Zaman | Akfivite | Zaman | Aktivite
(saat) | (quoolIdk) | (saat) | Quoolidk) | (saat) |(umolddk)l (ssat) |Quoolldk)|  (saat) |(umolIdk)
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
25 68.716 245 95.862 24 109.746 23 136.525 24 102.165
50 197906 | 405 | 57.561 48 147.26 47 24.896 38 138.56
65 17434 | 495 | 1051366 | 605 | 19363 | 855 [1280952| 48 157.857
74 | 1122503 | 745 | 146.851 705 | 21801 93 216.952 62 168.256
89 | 1430468 | 895 | 322935 | 885 | 30072 108 | 545523 87 169.107
875 | s57.823 97 205589 | 995 | 64377 132 72135 | 975 | 22875
1145 | 30829 | 1135 | 537978 112 751.9 156 | 270135 | 112 | 323.584
- - 122 43602 | 1215 | s5717.82 - - 136 | 711.826
- - - - - - - - 158 | 201.962

Tablo ES. Farkh kepek konsantrasyonlarinda ortam pH’ stmin zamanla degisimi. ( Sekil 7.5)

10 gL 25 o/L 50 75 /L 100 g

Zaman Zaman Zaman Zaman Zaman

(saat) _pH (saat) pH (saat) pH (saat) pH (saat) pH
0 6.67 0 6.67 0 6.67 0 6.67 0 6.67
25 4.99 245 3.23 24 32 23 3.33 24 386
50 4.21 405 378 48 3.3 47 3.35 38 3.81
85 8.91 49.5 38 60.5 3.47 85.5 372 48 3.91
74 6.76 74.5 3.88 70.5 354 93 374 62 4.16
89 6.97 88.5 6.08 885 375 108 548 87 412
87.5 7.28 97 6.86 99.5 417 132 7 975 4.9

114.5 7.55 1135 7.32 112 6.08 156 7.62 112 54
- - 122 7.43 121.5 5.11 - - 136 6.69
- - - - - - - - 158 7.33

Tablo E6. Farkli kepek konsantrasyonlarinda maksimum aktivite degerleri. ( Sekil 7.6. )

Kons. Amax
(%) (pmol/Ldk
1 143.0468
25 322935
5 751.9
7.5 721.35
10 711.826

R g
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Tablo E7. Kepek icin farkli baslangic pH degerlerinde enzim tiretiminin zamanla degigimi. (Sekil 7.7)

pHS H 6 pH 6.7 pH7 pHS
Zaman Aktivite Zaman Aktivite Zaman Aktivite Zaman Aktivite Zaman Aktivite
_(saat) (pmolLdk) (saat) (pmol/Ldk) (saat) | (umolVLdk) | (saat) mol/Ldk) (saat) {(nmol/Ldk)
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
23 o 27447 22.5 63.368 24 109.746 23 92.445 25 120.922
40 200419 39.5 154.759 48 147.26 39 295.206 38 210
47.5 231.228 47 250.822 60.5 193.63 46.5 253.918 45 302
63.5 202.284 63 310.76 70.5 218.01 62.5 334.545 62 457.456
73 305.48 72.5 465 88.5 309.72 72.5 347.332 84 413.388
88 439.0874 | 875 598.108 99.5 643.77 88 642.636 - -
94.5 243.12 95 249 112 751.9 95 285 - -
- - - - 121.5 571.82 - - - -
Tablo E8. Kepek igin farkli baslangi¢ pH’larinda ortam pH’ sinin zamanla degisimi. (Sekil 7.8.)
pHS 6 pH 6.7 pH7 pHS
Zaman Zaman Zaman Zamar Zaman
__(saat) pH (saat) pH (saaf) pH (saaf) pH (saat) pH
0 5 0 6 0 6.67 0 7 0 8
23 421 22.5 5.33 24 3.2 23 3.93 25 5.66
40 38 39.5 4.53 48 33 39 43 38 4.15
47.5 4.71 47 5.28 60.5 3.47 46.5 4,6 45 5.1
63.5 5.02 63 5.69 70.5 3.54 62.5 5.12 62 6.5
73 5.71 72.5 6.52 88.5 3.75 72.5 6.03 84 7.32
88 6.74 87.5 7.45 99.5 4.17 88 7.29 - -
94.5 7.55 95 7.41 112 6.08 95 7.38 - -
- - - - 121.5 5.11 - - - -

Table E9. Kepek icin farkh baslangig pH'larinda maksimum enzim tretimi . (Sekil 7.9.)

Baglangig Amax
pH (pmol/Ldk
5 439.0874
6 598.108
6.67 751.9
7 642.636
8 457.436
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Tablo E10. Kepek i¢in farkli spor kons. enzim miktarinin zamanla degisimi. (Sekil 7.10.)

1.10° 1.107 1.10° 1.10°
Zaman Akfivite Zaman Aktivite Zaman Aktivite Zaman Aktivite
(saat) (pmol/Ldk) (saat) (pmol/Ldk) (snat) {pmol/Ldk) (sxat) {(pmol/Ldk)

0 0 0 0 0 0 0 0
24 109.746 23 75.97 23.5 68.13 23.5 62.867
48 147.26 41 108 41.5 56.784 41.5 51.0426

60.5 193.63 49 180 49 37.114 495 50.05
70.5 218.01 68 200 68.5 108.455 69 285.934
88.5 309.72 88 280 88 203 88.5 370.312
99.5 643.77 98 615 98.5 590 99 497.568
112 751.9 120 500 120 385 120 354.123
1215 577.82 - - - - - -
Tablo E11. Kepek i¢in farkli spor kons.’lannda maksimum enzim tretimi. ( Sekil 7.11.)
Baglangic Amax
Spor kons. | (pmol/Ldk
1 497.568
10 590
100 615
1000 751.9
Tablo E12 Kepek i¢in Farkli spor kons. ortam pH ’siun zamanla degisimi. . ( Sekil 7.12.)
1.10° 1107 1.10¢ 1.10°
Zaman pH Zaman pH Zaman pH Zaman pH
(saat) (saat) (saat) _ (saat)

0 6.67 0 6.67 0 6.67 0 6.67
24 3.2 23 433 23.5 422 23,5 3.96
48 3.3 41 4.19 41.5 3.6 41.5 3.52

60.5 3.47 49 4.81 49 3.59 49.5 3.56
70.5 3.54 68 5.13 68.5 4.05 69 4,04
88.5 3.75 88 6.41 88 5.38 88.5 6.44
99.5 4.17 98 7 98.5 6.51 99 7.25
112 6.08 120 7.1 120 7.54 120 7.89
121.5 5.11 - - < - - -
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Tablo E13. Kepek icin farkli kanigtirma hizlarinda enzim miktarinin zamanla  degisimi. (Sekil 7.13. )

75 160 150 200
Zaman Aktivite Zaman Aktivite . Zaman Aktivite Zaman Aktivite
(sazat) {pmol/Ldk) _{saat) (pmol/Ldk) {saat) (pmol/Ldk) (saat) _(pmoVLdk)
0 0 0 0 0 0 0 0
24 77.09 16.5 107.0753 24 109.746 24 102.665
41 122.306 24 121.138 48 147.26 41 107.926
48 202.312 41 180.313 60.5 193.63 48 122.445
64 305.218 48 279918 70.5 218.01 64 169.743
78 398.697 64 384.31 88.5 309.72 70 176.288
99 455214 78 435.238 99.5 643.77 88 249.143
112 542,789 88 505.05 112 751.9 99 540.313
128 590.745 99 625313 121.5 577.82 112 645.413
138 345.002 112 695.243 - - 128 455315
- - 128 502.352 - - - -

Tablo E14, Kepek i¢in farkh karighrma hizlarinda ortam pH'simn zamanla  degisimi. ( Sekil 7.14.)

75 rpm 160 rpm 156 rpm 200 rpm
Zaman pH Zaman pH Zaman pH Zaman pH
(szat) _ (saat) (saat) (sazt)

0 6.67 0 6.67 0 6.67 0 6.67
24 3.36 16.5 3.41 24 3.2 24 3.36
41 3.19 24 3.71 48 33 41 3.55
48 3.76 41 3.96 60.5 3.47 48 3.68
64 3.7 48 4.6 70.5 3.54 64 4.52
78 4.31 64 4.89 88.5 3.75 70 5.54
99 5.87 78 5.22 99.5 4.17 88 5.7
112 6.7 88 5.79 112 6.08 99 6.46
128 7.03 99 6.42 121.5 5.11 112 6.8
138 7.76 112 7.13 - - 128 7.65

- - 128 7.43 - - - 6.67

Tablo E15. Kepekicin farklt karistirma hizlarinin maksimum aktivite degerleri ( Sekil 7.15.)

Kanstima Amax

hiza (rpm) mol/Ldk)
75 590.745
100 695.243
150 751.9
200 645.413
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Tablo E16. Farkh glikoz konsantrasyonlarinda enzim miktarinin zamanla degisimi. (Sekil 7.16.)

8 g/L plikoz 0.25 g/L glitkoz 0.5 o/L glikoz 1 o/L glikoz 2 g/L glikoz
Zaman Aktivite Zaman . Aktivite Zaman Aktivite Zaman Aktivite Zaman Aktivite
(saat) (pmol/Ldk) | (saat) (pmoV/Ldk) (saaf) | (umolIdk) | (saat) {pmol/1Ldk) (saat) | (umolLdk)
0’ 0 0 0 0 0 0 0 0 0
24 109.746 18.5 96.26 19 56.926 20 95.572 20 84.529
48 147.26 25 76.06 25.5 64.693 32 62.785 45.5 97.949
60.5 193.63 43 63.897 43.5 62.859 45.5 79.302 70 284.379
70.5 218.01 55 124.4756 69 175.161 70 262.644 92.5 383.987
88.5 309.72 69 165.754 93,5 1348.0607] 92.5 462356 | 114.5 74
99.5 643.77 93.5 361.885 116 310.604 114.5 260.29 - -
112 751.9 116 410.259 138 169.576 - - - -
121.5 577.82 138 187.647 - ~ - - - - -

Tablo E17. Farkli yeast ekstrakt konsantrasyonlarinda enzim miktarinin zamanla degisimi.(Sekil 7.17.)

0g/LYE 1g/LY.E 2 gLYE 49/LY.E
Zaman Aktivite Zaman Alktivite Zaman Aktivite Zaman Aktivite
{saat) (pmol/Ldk) {saat) (pmolV1dk) (saat) {pmol/Ldk) (saat) (pmoVLdk)
0 0 0 0 0 0 0 0
24 109.746 20.5 121.315 21.5 55.769 20 155
48 147.26 38 41.993 43 109.1008 38 200
60.5 193.63 50.5 54.2559 50 166.1917 51 158.658
70.5 218.01 68 141.625 64.5 182.624 67.5 {247.0666
88.5 309.72 87.5 166.585 71.5 192,435 87.5 77.414
99.5 643,77 97 352 87 102.261 - -
112 751.9 112 56.01503 99.5 93.333 - -
121.5 577.82 - - - - - ~

Tablo E18. Farkli musi6z{i yag konsantrasyonlarinda enzim miktarimin zamanla degisimi (Sekil 7.18.)

0 o/L misirdzi vah 0.5 o/L. misirozii yamy 1 o/ musirézii yaix 10 g/L misirdzi vaf
Zamzn Aktivite Zaman Akfivite Zaman Aktivite Zaman Aktivite
(saat) (pmol/Ldk) | (saat) {(pmoVLdk) (saat) (nmoVLdK) (saat) (pmol/LdK)
0 0 0 0 0 0 0 0
24 109.746 26 156 26 137,935 22.5 150.6504
48 147.26 41 152.235 41 143.666 38 118.5308
60.5 193.63 67 423.286 67 440.816 47 145.325
70.5 218.01 89.5 878.355 89.5 955.563 64.5 413.809
88.5 309.72 116 762,356 116 812,122 87.5 |673.0701
99.5 643.77 - - - - 109.5 | 781.147
112 751.9 - - - - 118 742.582
121.5 577.82 - - - - - -
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Table E19 Farkli K,HPO, ve KH,PO, konsantrasyonlarinda enzim miktarinin zamanla degisimi.

(Sekil 7.19.)
0 ¢g/L K;HPO, 0.25 g/L XGHPO, 0.5 g/L K,HPO, 1 ¢/L KHPO,
KH:PO, _ KH;PO, KH,PO, KH,PO,
Zaman Aktivite Zaman Aktivite Zaman Aktivite Zsman Akﬁvite
(saat) {(pmol/Ldk) | (saat) (pmel/Ldk) (saat) {pmol/Ldk) {saat) (pmol/Ldk)
0 0 0 0 0 0 0 0
24 109,746 28 112.0325 24 182.319 24.5 101.577
48 147.26 41.5 158.08 40.5 184.403 40.5 116.648
60.5 193.63 52.5 197 51.5 246.979 49 132.149
70.5 218.01 65.5 235.736 67 317.474 66 256.911
88.5 309.72 74.5 364.734 92 391.135 72.5 342.542
99.5 643,77 93 353.583 100 338.0728 90 165.65
112 751.9 115.5 182.195 116 328.0582 97 122.012
121.5 577.82 120 143,983 135 165.1799 - -

Table E20. Farkli MgSO, 7H,0 konsantrasyonlarinda enzim iiretiminin zamanla degisimi (Sekil 7.20)

0 g/L MgSO,.7H,0 0.1 g/L MgSO,.7TH,00.2 g/L MgSO.,. TH;00.4 g/L MgS0,.. TH,0)
Zaman | Aktivite | Zaman | Aktivite | Zaman | Aktivite | Zaman | Aktivite
(saat) (saat) {saat) (saat)
0 0 0 0 0 0 0 0
24 109.746 24.5 123.0927 24 84.841 21 81.2598
48 147.26 40 112.714 38.5 60.6729 425 16.0341
60.5 193.63 49 123,178 48.5 70.3359 49.5 30.6649
70.5 218.01 65.5 127914 65 172.639 64.5 58.774
88.5 309.72 72.5 209.023 88.5 187.857 86.5 259.926
99.5 643,77 97 " 310.39 113 298.576 100 241.349
112 751.9 113 361.692 119.5 207.764 117.5 -47.489
121.5 577.82 119 441.0559 135.5 |170.1004 - -
- - 142 314,632 - - -

Tablo E21. Farkh ay ¢ekirdegi kiispesi boyutlarinda enzim tretiminin zamanla degigimi. ( Sekil 7.21)

0.15 ay cekirdegi | 0.3 ay cekirdedi 0.6 ay cekirdegi | 1.18 ay cekirdegi | 2.36 ay cekirdegi
Zaman Zaman Zaman Zaman Zaman
(saat) | Aktivite | (saat) | Aktivite | (saat) | Aktivite | (saat) | Aktivite | (saat) | Aktivite
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

15 237.886 15 286.528 15 237.201 10 50.979 10 31.803
21 518.726 21 425,981 21 529.132 16.5 183.154 16.5 155.691
33 625.175 33 580.13 33 480 24 384.662 24 400.362
41 587.702 41 465.909 41 350 36 480,186 36 430.569
61 379.046 61 196.73 61 213.561 42 314.197 42 355.546

- - - - - - 59.5 214.227 59.5 272.33
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Tablo E22. Farkli ay gekirdegi kiispesi boyutlarinda maksimum enzim tretimi ( Sekil 7.22)

Boyut | Amax

(mm) | (pmolldk)
0.15 | 625175
0.3 580.13
0.6 529.132
1.18 480.186
236 | 430.569

Tablo E23. Farkh ay ¢ekirdegi kiispesi boyutlarmda ortam pH sinin zamanla degisimi. ( Sekil 7.23)

0.15 ay cekirdedi | 0.3 ay cekirde§i 0.6 ay cekirdegi | 1.18 ay cekirdegi | 2.36 ay cekirdegi
Zaman Zaman Zaman Zaman Zaman
(saat) pH (saat) pH (saat) pH (saat) pH {saat) pH
0 6.67 0 6.67 0 6.67 0 . 6.67 0 6.67
15 6.27 15 6.22 15 6.25 10 6.13 10 5.64
21 6.66 21 6.8 21 6.8 16.5 6.21 16.5 6
33 7.43 33 7.55 33 7.61 24 6.59 24 6.45
41 7.85 41 7.81 41 8.1 36 7.74 36 7.47
61 8.08 61 8.14 61 8.26 42 7.93 42 7.79
- - - - - - 59.5 8.53 59.5 7.93

Tablo E24. Farkh aybekirdegi kiispesi konsantrasyonlarinda enzim firetiminin zamanla degisimi.

( Sekil 7.24.)
10 g/L 25 g/ 50 78 100 g/1
Zaman - Zaman Zaman Zaman Zaman
(saat) | Aktivite | (saat) | Aktivite | (saat) | Aktivite { (saat) | Aktivite | (saat) | Aktivite
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
15 99.0291 15 253.763 15 237.886 15 77.204 15 71.407
23.5 208.951 23.5 495,646 21 518.726 23.5 170 24,5 74.035
35 234337 35 253.33 33 625.175 35 88 39 104
44.5 97.738 44.5 157.36 41 587.702 44.5 72.25 66.5 28.524
- - - - 61 379.046 - - - -

Tablo E25. Farkhi
(Sekil 7.25.)

ay cekirdegi kispesi konsantrasyonlannda ortam pH’simin zamanla degisimi.

10 g/ 25 g/LL 50

Zaman | Zaman Zaman
(saat) pH (saat) pH (saat) pH
0 6.67 0 6.67 0 6.67
15 6.68 15 6.37 15 6.27
23.5 7.53 23.5 7.71 21 6.66
35 7.99 35 8.31 33 7.43
44.5 8.43 44.5 8.23 41 7.85
- - - - 61 8.08
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Tablo E26. Farkh ay ¢ekirdegi kiispesi konsantrasyonlarinda maksimum enzim tretimi (Sekil 7.26)

Tablo E27. Ay c¢ekirdegi kiispesi igin farkli baglangic pH degerlerinde enzim {iretiminin

degisimi. (Sekil 7.27)

Kons. Amax
L) (pmoVLdk)
1 234.337
25 495.646
5 625.175
75 170
10 104

zamanla

pHS H 6 pH 6.7 pH 7 pH 8
Zaman Zaman . Zaman Zaman , Z.aman
(saat) | Aktivite | (saat) | Aktivite | (saat) | Aktivite | (saar) | Aktivite | (saat) | Aktivite
-0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
15.5 95.894 15.5 | 189.4308 15 237.886 15.3 210 15.5 144.935
23 489.528 23 599.878 21 518.726 24 480 23 535.155
40 550.354 40 - | 571.324 33 625,175 40 620 40 605
47 454.786 47 515.535 41 587.702 47 556 47 508.292
- ~ - - 61 379.046 S5 310 - -
Tablo E28. Ay ¢ekirdegi kiispesi icin farkh baslangi¢ pH larinda maksimum enzim tiretimi (Sekil 7.28).
Baslangig | Amax
pH {umoliLdk)
5 550.354
6 599.878
6.67 625.175
7 620
8 605
Tablo E29. Ay ¢ekirdegi kiispesi igin farkli baslangig pH degerlerinde ortam pH’sinin zamanla defisimi,
(Sekil 7.29)
pHS pH 6 pH 6.7 pH 7 pHS
Zaman Zaman Zaman Zaman Zaman
(saat) pH (saat) pH {saat) pH (saat) pH (saat) pH
0 5 0 6 0 6.67 0 7 0 6.67
15.5 5.6 15.5 5.87 15 6.27 15.5 6.33 15.5 6.15
23 5.94 23 6.15 21 6.66 24 6.54 23 6.23
40 7.81 40 7.93 33 7.43 40 7.7 40 71.72
47 7.95 47 8.02 41 7.85 47 7.87 47 8.08
- - - - 61 8.08 53 8 - -




; Tablo E30. Ay cekirdegi kiispesi igin farkh spor kons. enzim miktarin zamanla deisimi. (Sekil 7.30)
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1.10° 1.10° 110 1.10°
Zaman : Zamzn ‘ Zaman v Zaman
(saat) Aktivite! (saat) | Aktivite| (saat) | Akfivite| (saat) | Aktivite
0 0 0 0 ] 0 0 0
16 29.94 15.5 40 15.5 206.3 15 237.886
24 113.13 23.5 264.238 23.5 250.427 21 518.726
39.5 196.446 39.5 318.33 39.5 513 33 625.175
43 404.601 43 465.43 43 308.43 41 587.702
60.5 204.206 60.5 215,193 60.5 93.203 61 379.046

Tablo E31. Ay ¢ekirdegi kiispesi igin farkli spor kons.maksimum enzim firetimi. (Sekil 7.31)

Amax

SporKons,
{spor/mi) (umoV/LdK)
1 404.601
10 465.43
100 513
1000 | 625.175

Tablo E32, Ay ¢ekirdegi kiispesi icin farkli spor kons. Ortam pH sinin zamanla degisimi. (Sekil 7.32)

1.16° 1.16° 1.107 1.10°

Zaman Zaman Zaman Zaman

(saat) pH (saat) pH | (saat) pH (saat) pH
|0 6.67 0 6.67 0 6.67 0 6.67
16 6.11 15.5 6.01 15.5 6.04 15 6.27
24 5.93 23.5 5.96 235 6.5 21 6.66
39.5 7.04 39.5 7.4 39.5 7.66 33 7.43
43 7.47 43 7.78 43 7.96 41 7.85
60.5 7.86 60.5 7.95 60.5 8.1 61 8.08

Tablo E33. Ay ¢ekirdegi kiispesi i¢in farkli karigthrma huzlarinda enzim miktaninin zamanla degisimi.

(Sekil 7.33)

75 rpm 100 rpm 150 rpm 200 rpm
Zaman Zaman Zaman Zaman
(saat) Aktivite| (saat) | Aktivite | (saat) | Aktivite | (saat) | Aktivite
0 0 0 0 0 0 0 0
23.5 42,099 15 182.243 15 237.886 17.5 160.492
41 310 22 480.44 21 518.726 25 450
48.5 | 485.481 385 602 33 625.175 43 590
64 236.906 50 ] 244.692 41 587.702 50 223,397
72.5 124.088 - - 61 379.046 - -




Tablo E34. Ay cekirdegi kus;aesx igin farkhi karistirma hizlarinda maksimum enzim aktiviteleri. (Sekil

734

rish Amax
1z1 (rpm) pmol/Ldk)
75 485.481
100 602
150 625.175
200 590

Tablo E35. Ay ¢ekirdegi kiispesi i¢in farkli kanstuma hizlarnnda ortam pH siun zamanla degisimi.

(Sekil 7.35)
75 rpm 100 rpm 150 rpm 200 rpm
Zaman pH Zaman Zaman Zaman
(saat) sast) pH (saat) pH (saat) pH
0 6.67 0 6.67 0 6.67 0 6.67
23.5 6.28 -15 6.28 15 6.27 17.5 6.3
41 7.18 22 7.18 21 6.66 25 6.63
48.5 7.1 38.5 7.1 33 7.43 43 8.16
64 7.36 50 7.36 41 7.85 50 7.98
7251 7.62 - G- 61 8.08 - - -

Tablo E36, Farkl glikoz konsantrasyonlarinda enzim tiretiminin zamanla degisimi. (Sekil 7.36)

0 g/L glikoz 0.25 g/L glikoz 0.5 g/L glikoz 1 g/L glikoz 2 g/L glikoz
Zaman | Aktivite | Zaman | Aktivite | Zaman | Aktivite | Zaman | Aktivite | Zaman | Aktivite
(saat) \ (saat) ~ (saat) , {saat) (saat)
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
15 237.886 19 93.264 19 107.398 19 59.674 19 23.0769
21 518.726 37 429.53 37 345.113 37 328.082 37 245.0542
33 625.175 43,5 470.56 435 323.236 43.5 382.477 43.5 251.845
41 587.702 58 122.97 58 69.87 S8 105.806
61 379.046 - - - - - - - -

Tablo E37. Farkli yeast ekstrakt konsantrasyonlarinda enzim {iretiminin zamanla degisimi. (Sekil 7.37)

0¢/LY.E lgILYE 2 g/LY.E 49/LY.E

Zaman | Aktivite | Zaman | Aktivite | Zaman | Aktivite | Zaman | Aktivite
(saat) (saat) (saat) (saat)

0 0 0 0 0 0 0 0

15 237.886 19.5 61.2338 19.5 87.87 19.5 99.634

21 518.726 36 393.763 36 346.39 36 290.626

33 625.175 44.5 365.394 44.5 301.425 | 445 350

41 587.702 | - - - - 54.5 164.748

61 379.046 - - - - - -
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Tablo E38, Farkh K,HPO, ve KH,PO, konsantrasyonlarinda enzim {iretiminin zamanla degisimi. (Sekil

7.38)

0 ¢/L. K;HPO, 0.25 ¢/L X,HPO, | 0.5 g/L K;HPO, 1 g/L K,HPO,
I(HzPO4 KH:PO4 KI‘I1P04 Kfi;PO4
Zaman | Aktivite | Zaman | Aktivite | Zaman | Aktivite | Zaman | Aktivite

(saat) (saat) (saat) (saat)
0 0 0 0 0 0 0 0
15 237.886 10.5 63.869 16.5 217.426 10 97.0247
21 | 518.726 18.5 338,989 25 349.885 22.5 1376.0459
33 625.175 38.5 244,737 41 116.004 36.5 319.323
41 587.702 - - - - 43 193.196
61 379.046 = - - - - -

Tablo E39, Farkh MgSO,.7H,0 konsantrasyonlannda enzim {iretiminin zamanla degisimi. (Sekil 7.39)

0 g/L MgSO,.7H,0 0.1 g/L. MgSO,. TH,00.2 g/L MgS0...7H,00.4 g/L MgS0,.TH,0
Zaman | Aktivite | Zaman ) Aktivite | Zaman | Aktivite | Zaman | Aktivite
(saat) (saat) (saat) (saat) :
0 0 0 0 0 0 0 0
15 | 237886 | 105 | 78516 | 105 | 62903 | 11 28
21 | 518726 | 185 | 307.938 | 185 | 263252 | 195 | 61.121
33 | 625175 | 385 | 224542 | 385 204 36 | 293.384
A1 | 587702 | - - ; Y 445 [ 402774
61 | 379046 | - - - - 545 |150.6504
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